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ABSTRACT

The present dissertation describes the isolation, purification, structure elucidation
and biological evaluation, as multidrug resistance inhibitors, of individual constituents from
the resin glycoside contents of Ipomoea alba L. The chloroform-soluble extracts prepared
from seeds through high-performance liquid chromatography (HPLC), using the techniques
of column overload, peak shaving, and sample recycling, allowed the isolation of eleven
oligosaccharides: five oligosaccharides with pentasaccharide core, albinosides I-V (1-5),
and six oligosaccharides with tetrasaccharide core albinosides VI-XI (6-11). High-field
nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and mass spectrometry (FAB and ESI)
were used for the structural elucidation of the isolated compounds. Albinosides I-V are
pentaglycosidic lactones while albinosides VI-XI are tetraglycosidic macrolactones. Their
structural differences are due to the oligosaccharide core, the type of the aglycone forming
the macrolactone, and the positions of macrolactonization and esterification by various
acylating residues. The isolation and the identification of these compounds demonstrated

the complexity of the chemical diversity of the resin glycosides in Ipomoea alba.

In addition, the reversal of multidrug resistance by this class of plant metabolites
was also evaluated in vinblastine-resistant human breast carcinoma cells (MCF-7/Vin). The
noncytotoxic compounds, albinosides 11l and X, at a concentration of 25 ug/mL, exerted
the strongest potentiation effect of vinblastine susceptibility to over 2140-fold as the
reversal factor (RF), followed by albinoside VII (RF 190.3-fold), while a moderate activity
was observed for the albinosides | (RF 3.1-fold), 1l (RF 2.6-fold), V (RF 2.3.fold), and VI
(RF 2.1- fold). Albinoside IX (RF 1.7-fold) showed a low activity when reserpine was used
as a positive control. The albinosides IV and VIII did not reverse the resistant phenotype,
while albinoside XI displayed cytotoxicity. Therefore, its reversal activity (RF 351-fold)

was considered as an additive synergism.



RESUMEN

La presente disertacion describe el aislamiento, la purificacion, la elucidacién
estructural y la evaluacién bioldgica, como inhibidores de la multifarmaco resistencia, de
los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas presentes en Ipomoea alba L. A
partir del extracto soluble en cloroformo proveniente de las semillas y mediante la
aplicacion de la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) utilizando las técnicas
de sobrecarga de columna, corte y rasurado de nicleo y reciclaje de las muestras, se
aislaron 11 oligosacéaridos: cinco con nucleo pentasacarido, albindsidos I-V (1-5) y seis
con nucleo tetrasacéarido, albinosidos VI-XI (6-11). El empleo de diferentes técnicas de la
resonancia magnetica nuclear (RMN) y espectrometria de masas (FAB, ESI) permitio la
identificacion de las estructuras quimicas de los compuestos aislados. Asi, los albindsidos
I-V (1-5) son lactonas pentaglicosidicas y los albindsidos VI-XI (6-11) corresponden a
lactonas tetraglicosidicas que difieren por el nicleo oligosacarido constitutivo, el tipo de
aglicona y las posiciones de la macrolactonizacion y esterificacion de los diferentes
residuos acilantes. El aislamiento y la identificacion de estos compuestos permitid
demostrar la complejidad y la amplia diversidad quimica de las resinas glicosidicas

presentes en la especie Ipomoea alba.

La reversion de la multifarmaco resistencia por esta clase de metabolitos se evaluo
en células de cancer de mama resistentes a vinblastina (MCF-7/Vin). Los albindsidos 111 y
X, compuestos no citotdxicos, ejercieron una acentuada potenciacion de la susceptibilidad a
la vinblastina con un factor de reversion (RF) de mas de 2140 a una concentracion de 25
ug/mL, mientras que el albindsido VII (RF 190.3) desarroll6 una excelente actividad de
potenciacion. Los albindsidos | (RF 3.1), Il (RF 2.6), V (RF 2.3) y VI (RF 2.1) mostraron
una moderada actividad y el albinésido 1X (RF 1.7) demostr6 una baja potenciacion en
relacion con la actividad de la reserpina que se utiliz6 como un control positivo. Los
albinésidos 1V y VIII no mostraron actividad y para el albindsido XI (RF 351.3), al ser un

compuesto citotoxico, su actividad se considerd como un sinergismo de tipo aditivo.
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1. INTRODUCCION

El conocimiento de las plantas medicinales se extiende a cualquier parte del mundo,
donde el hombre tradicionalmente las ha necesitado para curar sus enfermedades. Asi,
mezcla de magia y religion, necesidad y casualidad, de ensayo y error, permitio, por medio
del desarrollo de la civilizacion, la creacion de complejos sistemas terapéuticos a base de

remedios naturales que han constituido los cimientos de la medicina moderna.

Uno de los grupos vegetales que se encuentra mejor representado por sus
propiedades medicinales (purgativas) y alucindgenas (de uso en rituales religiosos) es la
familia de las convolvulaceas, donde los géneros maés significativos son Ipomoea,
Convolvulus, Exogonium y Operculina. Una de las caracteristicas mas notables de esta
familia es la presencia de células secretoras de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y
radiculares. Desde el punto de vista quimico, estos metabolitos secundarios son moléculas
anfipaticas por tener en su estructura una porcion hidrofilica que estd compuesta por un
nucleo oligosacarido y una porcion hidrofobica correspondiente a la aglicona que esta
representada por un &cido graso mono o dihidroxilado de 16 ¢ 14 4&tomos de carbono y que
forma un éster ciclico intramolecular. En la mayoria de los casos el nicleo oligosacéarido se
encuentra esterificado por 4cidos grasos saturados de longitudes de cadena variadas.! Esta
clase de compuestos presentan una amplia diversidad estructural debido a las variaciones en
el nimero y tipo de unidades sacéridas, a la secuencia de glicosidacion y a los &cidos que se

encuentran acilando al ndcleo oligosacérido.!

En cuanto a las variaciones en el numero y tipo de unidades sacéridas que
componen el nucleo oligosacarido, se han podido identificar desde disacaridos hasta
heptasacaridos y dimeros constituidos por dos unidades oligoméricas las cuales estan
unidas mediante el establecimiento de un enlace tipo éster en el grupo carboxilo terminal
de una de las agliconas. Los nucleos oligosacaridos se componen principalmente de tres 6-
desoxihexosas: p-fucosa, p-quinovosa y L-ramnosa, y la p-glucosa como la Unica hexosa.
También, se ha encontrado p-xilosa en las resinas glicosidicas aisladas en la especie

Ipomoea pescaprae.’
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En cuanto a la secuencia de glicosidacion se han reportado oligosacaridos
lineales o ramificados y los &cidos que con mayor frecuencia forman las macrolactonas
son los &cidos (11S)-hidroxihexadecanoico (&cido jalapindlico) y el (11S)-
hidroxitetradecanoico (acido convolvulindlico). Otras agliconas que se han encontrado
en las especies Pharbitis nil e Ipomoea squamosa son el 4&cido 3,11-
dihidroxitetradecanoico (&cido ipurdlico) y el &cido (11S)-hidroxi-4-oxotetradecanoico,
respectivamente. Los &cidos 12-hidroxipentadecanoico, 12-hidroxihexadecanoico y
12-hidroxiheptadecanoico se identificaron en las resinas glicosidicas de Ipomoea

turpethum.?

Los &cidos de cadena corta que, comunmente se encuentran acilando los
nucleos oligosacaridos incluyen a los acidos acético, propiénico, n-butirico, isobutirico,
(2S)-2-metilbutirico, 3-metilbutirico, (-)-(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutirico (acido
nilico), y (2E)-2-metil-2-butenoico (tiglico). También, se han encontrado ésteres
derivados de &cidos grasos de cadena larga tales como el n-hexanoico, n-octanoico, n-
decanoico, n-dodecanoico, n-hexadecanoico, n-octadecanoico y n-eicosanoico, asi

como, ésteres del &cido (2E)-3-fenil-2-propenoico (4cido cindmico).*

Las resinas glicosidicas estan asociadas a diferentes actividades biologicas tales
como la inhibicién del crecimiento vegetal y propiedades antifingicas, antimicrobianas y
citotoxicas, estas Ultimas de posible interés terapéutico para el desarrollo de nuevos
farmacos moduladores de la resistencia desarrollada por microorganismos y células
tumorales a los agentes terapéuticos.”**? Investigaciones recientes han demostrado que las
variaciones en la potencia de la actividad biologica para dos series de glicolipidos, las
tricolorinas™ y las orizabinas'? dependen de su grado de lipofilicidad y del tamafio del
macrociclo lactonico, presentando una mayor actividad antimicrobiana (Staphylococcus
aureus) y citotéxica (KB), aquellos oligosacaridos anfipaticos con un menor grado de
lipofilicidad.* También, estos metabolitos han sido caracterizados como sustratos de las
bombas de eflujo responsables del fenotipo resistente en bacterias Gram-positivas® y Gram-
negativas,” asi como también en lineas celulares de cancer de mama.®® Por ejemplo, se

demostr6 que los pentasacéaridos de la serie de las murucoidinas ejercian un efecto
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modulador sobre las proteinas membranales Nor-A responsables de la resistencia a diversos
antibiéticos comerciales en cepas hospitalarias de S. aureus.’

Se ha postulado que estos glicolipidos provocan perturbaciones en las membranas
celulares mediante la formacion de poros no selectivos y, por lo tanto, provocan una
alteracion en el flujo de iones a través de la membrana celular. Un analisis cristalografico
de la tricolorina A,*® (un tetrasacarido que cristalizo en la interfase entre polietilenglicol
200 (PEG 200)/agua y aceite mineral), demostr6 que el tamafio de estos cristales
hidrofilicos, en conjunto con el arreglo en paralelo de las unidades lipidicas de los
oligosacéridos, es compatible con el tamafio de una membrana biolégica, lo cual permite
racionalizar una explicacion para la actividad citotoxica de las resinas glicosidicas. De tal
forma, que resulta necesario ampliar el conocimiento relacionado con la diversidad
estructural de esta clase de oligosacaridos para establecer si otra clase de prototipos
estructurales generarian interacciones de mayor eficacia con sus células blanco para elevar

la potencia de las resinas.

Dentro de la diversidad quimica de estas resinas glicosidicas se han identificado
siete grupos basados en el tamafio del nicleo oligosacarido y en las diferencias en la
secuencia de glicosidacién.! Con el propésito de ampliar el conocimiento sobre las
variaciones estructurales para este tipo de oligosacaridos, la presente tesis describe el
aislamiento, la purificacién, la identificacion estructural y la evaluacion bioldgica de los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas de Ipomoea alba, planta de

vegetacion silvestre,**

a menudo cultivada como una especie ornamental, y cuyo uso
tradicional en México, ha sido para el tratamiento de la paralisis e hidropesia.”® En
particular, en este trabajo se hace una descripcion detallada sobre el aislamiento de los
glicolipidos individuales de Ipomoea alba mediante el empleo de técnicas cromatogréaficas
de alta resolucion, su identificacion estructural por medio de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas y su evaluacion bioldgica sobre lineas celulares en donde se evalué su
potencial como agentes citotoxicos y como inhibidores de la multifarmaco-resistencia en

células de mamiferos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Convolvulaceae

Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulaceae representa una de las méas
grandes y diversas, estimandose alrededor de 55 géneros y 1650 especies. Su nombre viene
del latin convolvo que significa entrelazarse, refiriéndose a la forma de su crecimiento
caracteristico en forma de enredaderas que se enroscan a un soporte." Los géneros mas
representativos son Convolvulus (250 especies), Ipomoea (500 especies) y Cuscuta (170
especies). Esta familia se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, especialmente
en las zonas tropicales de Asia y América. En México, se han reportado 15 géneros y
aproximadamente 217 especies de convolvulaceas, siendo el género Ipomoea uno de los de
mayor grado de endemismo con aproximadamente un 65%, es decir, de las 160 especies

que conforman este género 104 se encuentran presentes en México.

Las especies pertenecientes a esta familia presentan en sus tejidos foliares y
radiculares células que secretan resinas glicosidicas, las cuales ejercen la accion purgante
de utilidad en la medicina tradicional. Aunado a estos metabolitos, los alcaloides de tipo
ergolina no peptidicos también son principios biodinamicos representativos en las especies

de esta familia.

2.2 Género Ipomoea

El género Ipomoea tiene una amplia distribucion en zonas tropicales y subtropicales
de todo el mundo, abarcando ambos hemisferios. En México, la mayor proporcion de
especies pertenecientes a este género se encuentran distribuidas en las regiones
subtropicales de la costa del Pacifico. La mayoria de las plantas de este género son
enredaderas con tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros. Existen algunas especies
como |. phillomega e I. santillanii con un crecimiento en forma de lianas que alcanzan
alturas de hasta 15 metros. Otras especies como |. imperata e |. pes-caprae alcanzan

tamafios similares, pero han perdido su capacidad de enroscarse creciendo de manera
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tendida para formar cubiertas extensas sobre dunas en arenas costeras. En las zonas
semidridas, I. stans, I. duranguensis e I. sescossiana, forman arbustos perennes lefiosos y
herbdceos que alcanzan hasta 1 metro de altura. Las especies |. arborescens e I.
murucoides crecen en forma de arboles de madera suave y alcanzan de 3 a 9 metros de
altura. Las flores del grupo son tipicamente conocidas por su aspecto tubular y sus colores

brillantes, generalmente con duracién efimera y limitandose a las horas matinales.*

Este género tiene una gran importancia econémica por sus usos alimenticios (I.
batatas), ornamentales (I. carnea, I. alba, I. indica), medicinales (I. purga, I. orizabensis, I.

stans) y como malezas (I. grandifolia, I. nil, 1. quamoclit).

2.3 Ipomoea alba L.

La especie Ipomoea alba L. era formalmente conocida como Calonyction aculeatum
(L.) y, actualmente, fue clasificada como parte del género Ipomoea, subgénero Quamoclit,
seccion Calonyction. Otros sindnimos para esta especie son: Calonyction speciosum
Choisy, Calonyction bona-nox (L.), Convolvulus aculeatus (L.), I[pomoea bona-nox (L.)

e Ipomoea noctiflora Griff.”

Ipomoea alba L. es una planta de vegetacion silvestre, nativa de América, desde el
norte de Argentina hasta México y Florida. Se presenta como una enredadera de una altura
de 5-30 m, las hojas son enteras o trilobuladas, de 5-15 cm de largo, con tallos fuertes de 5-
20 cm de largo. Las flores son fragantes, blancas, lisas y grandes con un didmetro de 8-14
cm, las semillas son de cubierta dura, ovoides, lisas, asemejandose a una nuez de color

marron.*

5
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Figura 1. Las hojas, tallos, flores y semillas de Ipomoea alba.
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2.3.1 Bioactividad

En México, la decoccién de las hojas, la corteza y las flores de I. alba han sido
empleadas desde la época colonial para el tratamiento de la pardlisis y la inflamacién de los
tejidos blandos.”® En Africa, las hojas son utilizadas como alimento y como sustituto de
jabon. En la India, la planta completa se emplea para tratar la mordedura de serpientes.™
Otras investigaciones han revelado que esta planta regula el crecimiento vegetal, mediante
las giberelinas, fitohormonas que se han aislado previamente de esta especie y que son
responsables de la estimulacién de la division celular y del crecimiento de los tubérculos,
incrementando asi el rendimiento de varios cultivos como el fiame, el mani, el frijol y el

trigo.'"'8

En Norte América, esta especie es ampliamente utilizada como una planta
ornamental. Ademas se ha reportado el potencial invasivo de esta especie y los problemas

que ocasiona en la agricultura.™

2.3.2 Caracterizacion fitoquimica

Existen estudios quimicos de las semillas de I. alba de diversas regiones de Nigeria
en Africa, en las cuales se han aislado alcaloides indolizidinicos que también forman parte
del metabolismo secundario de este género, alcaloides como la isoipomina, la metoxi-
ipomina, la dimetoxi-ipomina, la ipalbidina, la ipalbina y la ipomina se encontraron en esta

especie. 204

Desde los afios sesenta, se ha demostrado la presencia de alcaloides ergotinicos en
algunos miembros de la familia de las convolvulaceas, asi como la acumulacion de estos
compuestos en cultivo de tejidos de |. alba L. e I. violacea L. Vivero y colaboradores,
indujeron la formacién de callos con capacidad de acumulacion de ergometrina, la cual
tiene gran valor terapéutico, pues es utilizada para la disminucion de las hemorragias

posparto y como coadyuvante en la contraccion del ttero de forma més rapida y eficiente.??
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Figura 2. Alcaloides aislados de Ipomoea alba
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2.3.3 Resinas glicosidicas

A partir de las hojas secas de Calonyction aculeatum (Ipomoea alba L.), se llevo a
cabo un estudio fitoquimico realizado por el grupo de investigacion de Fang y
colaboradores debido al efecto que tenian los extractos de la planta en la promocion del

crecimiento y en el incremento del rendimiento de diversos cultivos.®

El estudio se inicid con la preparacion de un extracto etandlico para después llevar a
cabo un fraccionamiento primario por cromatografia en columna empacada con Al,O3, para
asi obtener una mezcla de resinas glicosidicas denominada calonictina A, la cual se sometio
a una purificacion por HPLC, utilizando una columna de fase reversa ODS, como fase
movil una solucion acuosa de MeOH (13%) y un flujo de 2 mL/min. Bajo estas

condiciones se obtuvieron dos compuestos puros, las calonictinas A; y A,.*®

La elucidacion estructural de estos oligosacaridos se llevo a cabo mediante el uso de
técnicas espectroscopicas y espectrométricas. La espectrometria de masas se empled para
obtener los pesos moleculares a través de los iones pseudomoleculares, ademas al analizar
las diferencias entre éstos y los fragmentos correspondientes a las eliminaciones de los
grupos acilos, se establecio la pérdida de un grupo nilato para cada uno de los compuestos.
También se observaron las pérdidas de cuatro unidades de metilpentosas. A continuacion se

muestran los fragmentos observados en los espectros de masas:

Calonictina A;: LSIMS (modo negativo): m/z 909 [M —H] ", 809 [M — H — CsHgO,
(niloil éster)], 663 [809 — CsH1004 (metilpentosa)], 517 [663 — CsH1004 (metilpentosa)],
389 [517 + H20 — CsH1004 (metilpentosa)] , 243 [389 — CeH1004 (metilpentosa)]

Calonictina A;: LSIMS (modo negativo): m/z 937 [M —H] ", 837 [M — H — CsHgO,
(niloil éster)], 691 [837 — CsH1004 (metilpentosa)], 545 [691 — CgH1004 (metilpentosa)],
417 [545 + H,0 — CgH1004 (metilpentosa)], 271 [389 — CsH1004 (metilpentosa)]”

9
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La informacion preliminar obtenida por los espectros de masas fue corroborada con
los espectros de RMN 'H y 3C. Ademéas, el uso de técnicas bidimensionales
homonucleares, como COSY, TOCSY y NOESY, permitié la asignacion de todas las
sefiales de las unidades monosacéaridas, asi como la secuencia de glicosidacion,
encontrando que el nicleo oligosacarido estaba formado por tres unidades de p-quinovosa y
una unidad de L-ramnosa. La secuencia de glicosidacion se planted de la siguiente manera:
H;Qui-Cjjaglicona, H;Qui'-C,Qui, H;Qui"”-CsQui’, H;Ram-C,Qui’. EI sitio de
lactonizacion se localizé en la posicion C, de la tercera unidad de quinovosa. Este acido
glicosidico se describié por primera vez en las resinas glicosidicas aisladas de las semillas

de I. muricata, como el acido muricético C.%

Adicionalmente, se llevaron a cabo reacciones de derivatizacion y degradacion, asi
como reacciones de permetilacion e hidrolisis, para verificar la secuencia de glicosidacion,
y una hidrdlisis acida para la obtencion de las agliconas y la identificacion de los azucares
constitutivos. Esto permitié la caracterizacion de las agliconas, siendo el acido 11(S)-
hidroxitetradecanoico para la calonictina A; y el &cido 11(S)-hidroxihexadecanoico para la
calonictina Ay, lo cual explica la diferencia de 28 uma que existe entre los compuestos. *°
Estos métodos de degradacion han constituido una de las técnicas para lograr la
identificacion del é&cido glicosidico mayoritario distintivo de las especies que lo

biosintetizan.

Compuesto R! n
Calonictina A; nla
Calonictina A, nla 2

SN

Figura 3. Resinas glicosidicas obtenidas de las partes aéreas de 1. alba
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2.3.4 Evaluacion de la multifarmaco resistencia en células de mamiferos.

Con el fin de revertir la resistencia cruzada a farmacos en células cancerosas,
numerosos estudios se han enfocado en inhibir la funcion de las bombas de eflujo como la
glicoproteina P (Gp-P) vy, de esta manera, incrementar la acumulacion intracelular de los
farmacos. Diversos productos naturales de origen vegetal, asi como algunos principios
farmacéuticos sintéticos, han demostrado un potencial inhibitorio de la funcién de la Gp-P
sin desarrollar un efecto citotdxico, con lo cual surge la necesidad de seleccionar productos
seguros para el desarrollo de nuevos y potentes inhibidores de las bombas de eflujo.?

Estudios previos sobre el efecto modulador de las resinas glicosidicas
microbiologicamente inactivas, evaluadas en bacterias resistentes Gram positivas

25,6

(Staphylococcus aureus)“>® y Gram negativas (Escherichia coli Rosetta-gami, Salmonella

typhi y Shigella flexneri)’, asi como en lineas celulares de cancer de mamiferos®™®,
permitieron caracterizar a estos compuestos como moduladores de las bombas de eflujo, es
decir, interactuan con sitios de union distintos a los de los sustratos, por lo que hay una
reduccion de union del sustrato debido a una interaccion alostérica negativa. Con esto se
pretende disminuir las dosis terapéuticas de los farmacos antineoplasicos y asi contrarrestar
los efectos secundarios toxicos en el tratamiento de enfermedades infecciosas refractarias y

neoplasias malignas.

La resistencia cruzada a farmacos entonces, abarca un amplio rango de sistemas
biolégicos desde bacterias, hongos y protozoarios hasta las complejas células cancerosas
humanas, donde en cada uno de ellos, se han aislado y caracterizado diversos homologos de
la Gp-P, ya que esta resistencia generalmente es conferida por bombas de eflujo, por lo que
se ha sugerido que la multiresistencia a farmacos (MDR) es una variacién de una
translocasa regular que simplemente ha ampliado su espectro de sustratos proporcionando a
la célula una defensa simple contra las toxinas y xenobi6ticos que siempre se encuentran en
el medio ambiente.? Por lo tanto, esta similitud en disefio y la alta incidencia en la
evolucién, fue el fundamento para la evaluacion del potencial modulador de las resinas

glicosidicas de la familia las convolvulaceas en células humanas de cancer de mama
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resistentes a vinblastina (MCF-7/Vin) para posteriormente poder desarrollar este tipo de
productos naturales como prototipos seguros y eficaces inhibidores de las bombas de eflujo.



OBIJETIVOS

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

3.1.1 Establecer la composicion quimica de las resinas glicosidicas de la especie Ipomoea

3.2

alba con la finalidad de evaluar el potencial modulador de los oligosacéaridos
obtenidos en células humanas aisladas de cancer de mama resistentes a vinblastina

(MCF-7/Vin) y asi ampliar el conocimiento de la diversidad estructural del género.

OBJETIVOS

ESPECIFICOS

3.21

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2.5

3.2.6

Realizar la extraccion de las resinas glicosidicas solubles en cloroformo de las
semillas de Ipomoea alba.

Establecer las
condiciones instrumentales de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) a
nivel analitico y preparativo para lograr la separacion y purificacion de los
constituyentes individuales de naturaleza oligosacarida presentes en el extracto
cloroférmico.

Identificar a los
acidos glicosidicos mayoritarios presentes en las fracciones de resinas glicosidicas
mediante hidrolisis alcalina y a los monosacaridos constitutivos mediante hidrolisis

acida.

levar a cabo la elucidacion estructural de los constituyentes presentes en el extracto

cloroférmico mediante resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

valuar la citotoxicidad de los glicolipidos aislados sobre las lineas celulares MCF-7
parental y las MCF-7 resistentes a vinblastina (MCF-7/Vin) por el método de la
sulforodamina B.

Evaluar el potencial modulador de los glicolipidos sobre la actividad de la

glicoproteina P.

13



JUSTIFICACION | 14

4. JUSTIFICACION

Las resinas glicosidicas presentes en plantas del género Ipomoea han demostrado
ser moduladores del transporte transmembranal de los agentes antineoplasicos revirtiendo
el fendmeno de la resistencia a farmacos en células humanas aisladas de cancer de mama.
Por tal motivo, surge la necesidad de ampliar la evaluacion in vitro de las resinas
glicosidicas con el objeto de encontrar mejores moduladores de la multifarmaco resistencia
dentro de la amplia diversidad estructural de este tipo de productos biodindmicos para
seleccionar candidatos que puedan ser canalizados a una posterior evaluacion preclinica.
Asi, el presente trabajo de investigacion plantea el aislamiento, la purificacion, la
elucidacion estructural y la evaluacion del potencial modulador de los glicolipidos

individuales a partir del extracto cloroformico de las semillas de Ipomoea alba.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos cromatogréficos

La cromatografia en capa fina se utilizé para la deteccion de resinas glicosidicas en
los extractos obtenidos, para esto se utilizaron cromatoplacas de gel de silice 60 F,s4 sobre
aluminio reveladas con una mezcla de H,SO,-sulfato cérico como agente cromdgeno y

calentadas sobre una parrilla a una temperatura de 80°C.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) fue empleada para lograr la
separacion de los constituyentes individuales presentes en el extracto cloroformico de las
semillas de la especie en estudio. Inicialmente, se estudiaron las condiciones a nivel
analitico para elegir la mejor condicion que permitiera una mayor definicion y separacion
de los picos, para esto se empleo la fase estacionaria de silica octadecilo y como fase movil
mezclas de acetonitrilo, metanol y agua en diferentes proporciones de manera isocratica.
Después estas condiciones se extrapolaron a nivel preparativo para lograr cantidades
suficientes de los constituyentes individuales que nos permitieran realizar la caracterizacion

espectroscopica y espectrométrica.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia se realizé en un cromatégrafo marca
Waters compuesto de un sistema de liberacion de disolventes 600 E, equipado con un
detector de indice de refraccion modelo 410 integrado a un equipo de cémputo (OptiPlex
466/Le, Dell). Aunado a esto, el equipo cuenta con una valvula para lograr la recirculacién
de la muestra y el disolvente en linea. El control del equipo, la adquisicion y el
procesamiento de la informacion se realizaron por medio del software Empower 2
(Waters).
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5.2 Determinacion de las constantes espectroscopicas y espectrométricas

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (*H) y carbono
(**C) se registraron en equipos Varian Innova operando a una frecuencia de 400 y 500 MHz
para *H y de 100 y 125 MHz para *3C. Las muestras se registraron con piridina deuterada
(CsDsN) y los desplazamientos quimicos () se expresaron en ppm. Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Johns sin correccion. Las rotaciones o&pticas se
obtuvieron mediante un polarimetro modelo Perkin-Elmer 341, utilizando metanol o
cloroformo como disolvente. Los espectros de masas de baja resolucién y alta resolucién se
registraron en un aparato JEOL SXIO mediante el método de ionizacion por bombardeo

con atomos acelerados (EM-FAB) en el modo negativo sobre una matriz de trietanolamina.

Los espectros de masas de alta resolucion, para los cuales se utilizo el método de
ionizacion por electrospray, se determinaron en un equipo Bruker MicrOTOF-Q; las
muestras se disolvieron en metanol grado HPLC (0.4 mg/mL) e inyectadas directamente a
la fuente de electrospray a una velocidad de flujo de 180 pL/h, usdndose nitrégeno como el
gas acarreador. Las muestras se procesaron usando un software Bruker para anélisis de
datos. Para la técnica de ionizacion por MALDI, se utiliz6 un equipo Water-Micromass
MicroMX MALDI-TOF equipado con un laser de nitrogeno 20 HX (337 nm, pulso 3 ns) y
operando en modo reflectron. La matriz para la desorcion por laser fue el &cido a-ciano-4-
hidroxicinamico con yoduro de sodio 0.001 M en CH3CN-H,0 (1:1).

El analisis por cromatografia de gases-masas (CG-EM) para la identificacion de los
acidos organicos obtenidos por hidrélisis alcalina de las fracciones, asi como para el
andlisis de carbohidratos se llevo a cabo en un equipo marca Thermo-Electron, usandose
una columna DB-5MS, 5%-fenil-metilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm, 0.1 pm), como fase
estacionaria y He como fase mdvil, a una velocidad lineal de 30 cm/s, isotérmico a 50 °C
durante 4 min y con un gradiente lineal de 40° C/min hasta 300° C, manteniendo la
temperatura final durante 20 minutos. Condiciones: energia de ionizacion 70 eV,
temperatura de la fuente de ionizacion 250° C, temperatura de la interface 270° C, rango de

masas 45-600 uma.
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5.3 Material vegetal

El material vegetal consistié en semillas de Ipomoea alba, var. Calonytion (Moon
vine, item # 01052-PK-P1), adquiridas de Park Seed (Greenwood SC, EU) en enero del
2008. Para propositos de autentificacion, 20 semillas se germinaron en tierra y 4 plantulas
se cultivaron hasta la madurez bajo condiciones de invernadero. Un ejemplar se deposit6
en la Coleccion Etnobotéanica del Herbario Nacional del Instituto de Biologia, UNAM
(MEXU 11439609).

5.4 Preparacion de los extractos del material vegetal

Las semillas secas se trituraron (363.83 g) y se sometieron a maceracion exhaustiva
a temperatura ambiente con hexano y cloroformo, los extractos se filtraron y concentraron a

sequedad a presion reducida (Cuadro 1).

Cuadro 1. Pesos obtenidos de los extractos

EXTRACTO PESO (g)

Hexanico 8

Cloroférmico 6

Ambos extractos se compararon por CCF, utilizando una fase movil de CHCls-
MeOH (4.1), con una solucion de referencia de una coleccion autentica de I. orizabensis, la
cual confirmo6 la presencia de mezclas de resinas glicosidicas lipofilicas en el extracto
cloroférmico. Este ultimo se someti6 a un proceso de precipitacion con MeOH para
obtener las resinas glicosidicas que, posteriormente, se filtraron a presion reducida

obteniendo un sélido blanco (5 g).
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5.5 Fraccionamiento primario del extracto CHCI; de las semillas de Ipomoea alba

Esta mezcla se resolvié mediante HPLC para establecer las condiciones a nivel
analitico, las cuales se extrapolaron a nivel preparativo con la finalidad de lograr la mejor

separacion de la mezcla compleja de glicolipidos.

Condiciones a nivel analitico
Columna: Fase reversa Cig, Symmetry Silica Octadecilo (4.6 mm de didmetro interno x
250 mm de longitud, 5 um tamafio de particula, Waters).
Fase mavil: CH;CN-MeOH-H,0 (5:4:1)
Flujo: 0.2 mL/min
Detector: Indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 10 uL
Concentracion de la muestra: 10 mg/mL
Disolvente: MeOH
Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucion: Isocrética

Condiciones a nivel preparativo
Columna: Fase reversa Cig, Symmetry Silica Octadecilo (19 mm de diametro interno x
300 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, Waters).
Fase movil: CH3CN-MeOH-H,0 (5:4:1)
Flujo: 4.0 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 500 uL
Concentracion de la muestra: 100 mg/mL
Disolvente: MeOH
Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucion: Isocrética
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Los picos generados correspondieron a los siguientes tiempos de retencion: | (tr=
23.1 min), 11 (trg=29.9 min), 111 (trg=38.2 min), IV (tg=44.6 min),V (tr=49.6 min),VI (tr=
63.1 min), VII (tg=83.3 min), V111 (tg=99.7 min), IX (tz= 109.1 min), X (tr= 128.2 min),
XI (tr= 147.1 min). (Figura 4). Cada pico fue colectado utilizandose la técnica de “corte de

niicleo” para obtener 11 muestras de menor complejidad.? (Cuadro 2).

2000 Ii

200000 i

15000
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S

Figura 4. Cromatograma del extracto cloroférmico de la semillas de Ipomoea alba a
escala preparativa. Condiciones instrumentales: Columna Cyg (19 x 300mm, 7um); fase
movil: MeOH-CH3;CN-H,0 (5:4:1), flujo de elucién: 4.0 mL/min; detector: IR, volumen
de inyeccion: 500 pL (0.1 mg/uL)

5.6 Obtencidn de los albinésidos 1-XI

Cada una de las fracciones obtenidas se reinyectaron para su purificacion, aplicando
la técnica de “rasurado de pico” y “reciclaje” de la muestra a través de la columna
utilizando de 10 a 20 ciclos para obtener la maxima separacion de los constituyentes que
garantizara una pureza del 99%.%° Se utilizaron dos condiciones para llevar a cabo la

purificacion de las fracciones:
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Condiciones a nivel preparativo para las fracciones I-1V
Columna: Fase reversa Ci1g, Symmetry Silica Octadecilo (19 mm de diametro interno x
300 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, Waters).
Fase movil: MeOH-CH3CN-H,0 (5:3.5:1.5)

Flujo: 9.0 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 500 uL
Concentracion de la muestra: 100 mg/mL
Disolvente: MeOH

Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucion: Isocrética

Condiciones a nivel preparativo para las fracciones V-XI
Columna: Fase reversa Cig, Symmetry Silica Octadecilo (19 mm de diametro interno x
300 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, Waters).
Fase movil: MeOH-CH3CN (7:3)
Flujo: 8.5 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 500 pL
Concentracion de la muestra: 100 mg/mL
Disolvente: MeOH
Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucion: Isocrética

Albindsido | (1, pico 1): Sélido amorfo blanco; p.f. 160-165 °C; [o]sss —38.3, [o]s7s —40.0,
[o]s46 —44.16, [0]azs —75.0, [o]aes —115.0 (c 1.0, MeOH); RMN *H y **C (Cuadros 11y
12); FABMS (modo negativo): m/z 1113 [M — H] ", 1013 [M — H — CsHgO, (niloil éster)],
971 [1013 — C,H,O (acetil éster)], 825 [971 — CsH1004 (metilpentosa)], 679 [825 —
CsH1004 (metilpentosa)], 533 [679 — CsH1004 (metilpentosa)], 389 [533 + H,O —CsH1005
(hexosa)], 243 [389 — CgHiO4 (metilpentosa)]; HRESIMS (modo negativo) m/z
1149.5129 [M + CI] (calculada para Cs;HgsO26Cl requiere 1149.5095).
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Albindsido 11 (2, pico VIII): Sélido amorfo blanco; p.f. 152-155 °C; [a]ss9 —56.0, [at]s7s —
58.0, [0]s46 —65.0, [0t]ass —105.0, [o] 365 —146.0 (¢ 1.0, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 11
y 12); FABMS (modo negativo): m/z 1119 [M — H] ", 1037 [M — H — CsHgO (tigloil éster)],
891 [1037 — CgH1004 (metilpentosa)], 745 [891 — CgH1004 (metilpentosa)], 663 [745 —
CsHgO (tigloil éster)], 517 [663— CgH1004 (metilpentosa)]’, 389 [517 + H,O — CgH1004
(metilpentosa)], 243 [389 — CgH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 1119.5582 [M —
H] (calculada para Cs4Hg7O24 requiere 1119.5587).

Albindsido 111 (3, pico X): Sélido amorfo blanco; p.f. 146-150 °C; [a]ssy —21.6, [ot]s7s —
22.4, [o]s46 —25.6, [0t]436 —40.8, [0]365 —57.0 (c 1.0, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 11y
12); FABMS (modo negativo): m/z 1163 [M — H]", 1081 [M — H — CsHgO (tigloil éster)],
935 [1081 — CgH1004 (metilpentosa)], 853 [935 — CsHgO (tigloil éster)], 707 [853 —
CsH1004 (metilpentosa)], 561 [707 — CgH1004 (metilpentosa)], 417 [561 + H,0 — CgH1005
(hexosa)], 271 [417 — CgH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 1163.6208 [M — H]
(calculada para Cs7Hgs024 requiere 1163.6213).

Albinosido 1V (4, pico 111): Solido amorfo blanco; p.f. 143-146 °C [a]ss9 —31.4, [ot]s7s —
32.9, [o]s46 —36.4, [0]az6 —60.0, [0365 —90.0 (c 1.0, MeOH); RMN *H y **C (Cuadros 11
y 12); FABMS (modo negativo): m/z 1053 [M — H] ", 971 [M — H — CsHgO (tigloil éster)],
825 [971 — CgH1004 (metilpentosa)], 679 [825 — CeH1004 (metilpentosa)], 679 [533 —
CeH1004 (metilpentosa)], 389 [533 + H,O — CgH100s (hexosa)], 243 [389 — CgH1004
(metilpentosa)] ; HRESIMS m/z 1053. 5139 [M — H] (calculada para CagHg1024 requiere
1053.5117).

Albinésido V (5, pico V): Sélido amorfo blanco; p.f. 136-140 °C; [a]sse —17.5, [a]s7s —
18.3, []s4s —20.8, [0t]436 —32.5, [e]365 —47.5 (¢ 1.0, MeOH); RMN *H y **C (Cuadros 11y
12); FABMS (modo negativo): m/z 1137 [M — H], 1037 [M — H — CsHgO, (niloil éster)],
891 [1037 — C¢H1004 (metilpentosa)], 809 [891 - CsH¢O (tigloil éster)]”, 663 [809-
CsH1004 (metilpentosa)], 517 [663— CsH1004 (metilpentosa)], 389 [517 + H,0 — CsH1004
(metilpentosa)], 243 [389 — CgH1004 (metilpentosa)] ; HRESIMS 1137.5712 m/z [M —H]”
(calculada para Cs4HggO25 requiere 1137.5692).

Albindsido VI (6, pico I1): Sélido amorfo blanco; p.f. 148-152 °C; [a]ss9 —84.0, [a]s7s —
78.0, [o]sss —87.0, [ot]azs —131.0, [0]365s —183.0 (c 1.0, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros
13 y 14); FABMS (modo negativo): m/z 967 [M — H], 867 [M — H — CsHgO, (niloil
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éster)], 679 [867 — C,H,0 (acetil éster) — CsH1004 (metilpentosa)], 533 [679 — CsH1004
(metilpentosa)], 389 [533 + H)O -CgHi0s (hexosa)], 243 [389 — CgHi04
(metilpentosa)] ; HRESIMS (modo negativo) m/z  991.4726 [M + Na]" (calculada para
C4sH75022Na requiere 991.4647).

Albindésido VII (7, pico 1V): Sélido amorfo blanco; p.f. 142-145 °C; [a]s89 —103.8, [ot]578 —
86.9, [0t]546—99.2, [0]azs —147.7, [a]3ss —206.2 (c 1.0, MeOH):; RMN *H y *3C (Cuadros 13
y 14); FABMS (modo negativo): m/z 951 [M — H] ", 851 [M — H — CsHgO; (niloil éster)],
809 [851- C,H,0 (acetil éster)], 663 [809 — CsH1004 (metilpentosa)], 517 [663 — CsH1004
(metilpentosa)], 389 [517 + H,O — CgHi004 (metilpentosa)], 243 [389 — CgHi004
(metilpentosa)] ; HRESIMS m/z 975.4777 [M + Na]" (calculada para C4sH750,:Na requiere
975.4698).

Albinosido V111 (8, pico VI): Solido amorfo blanco; p.f. 132-135 °C; [a]ss9 —20.0, [at]s7s —
21.6, [ot]sas —23.2, [0]a36—36.8, [0]as5—53.7 (¢ 1.0, MeOH): RMN *H y **C (Cuadros 13y
14); FABMS (modo negativo): m/z 989 [M — H]~, 907 [M — H — CsHgO (tigloil éster)]", 825
[907 — CsHgO (tigloil éster)], 679 [825 — CgH100,4 (metilpentosa)], 533 [679 — CsH1004
(metilpentosa)], 389 [533 + H,O — CgHi100s (hexosa)], 243 [389 — CgHi04
(metilpentosa)] ; HRESIMS m/z 989.4998 [M — H] (calculada para CassH77021 requiere
989.4957).

Albindsido IX (9, pico VII): S6lido amorfo blanco; p.f. 128-131 °C; [at]ss9 —11.7, [ot]s78 —
12.0, [o]s46—13.7, [0]a36 —20.6, [0] 365 —26.2 (c 1.0, MeOH); RMN *H y **C (Cuadros 13y
14); FABMS (modo negativo): m/z 973 [M — H], 891 [M — H — CsHgO (tigloil éster)] ", 809
[891 — CsHgO (tigloil éster)], 663 [809 — CsH1004 (metilpentosa)], 517 [663 — CsH1004
(metilpentosa)]”, 389 [517 + H,O — CgHi1004 (metilpentosa)], 243 [389 — CgHy04
(metilpentosa)] ; HRESIMS m/z 973.5081 [M — H]  (calculada para CssH77020 requiere
973.5008).

Albindsido X (10, pico 1X): Sélido amorfo blanco; p.f. 132-135 °C; [o]sse —9.0, [ot]s78 —
9.5, [o]sas—11.3, [0]az6—15.9, [0]3s5—19.5 (¢ 1.0, MeOH):; RMN *H y **C (Cuadros 13y
14); FABMS (modo negativo): m/z 1017 [M — H], 935 [M — CsHgO (tigloil éster)], 853
[935 — CsHgO (tigloil éster)], 707 [853 — CgH1004 (metilpentosa)] , 561 [707 — CsH1004
(metilpentosa)], 417 [561 + H,O — CgHi00s (hexosa)], 271 [417 — CgH1004
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(metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 1017.5265 [M — H] (calculada para CsoHs10-1 requiere
1017.5270).

Albindésido X1 (11, pico Xl): Sélido amorfo blanco; p.f. 138-140 °C; [o]ss9 —13.3, [ot]s7s —
13.8, [ot]s46 —15.7, [0]azs —22.9, [0t]365 —29.5 (¢ 1.0, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 13y
14); FABMS (modo negativo): m/z 1001 [M — H]", 921 [M — H — CsHgO (tigloil éster)],
837 [919 — CsHgO (tigloil éster)], 691 [837 — CgH1004 (metilpentosa)], 545 [691 —
CeH1004 (metilpentosa)], 417 [545 + H,O — CgH1004 (metilpentosa)], 271 [417 —
CeH1004 (metilpentosa)] ; HRESIMS m/z 1001.5392 [M — H] (calculada para CsoHg1O20
requiere 1001.5321).

5.7 Preparacion de derivados de los albinosidos I-111

5.7.1 Obtencidn de los acidos glicosidicos

Entre 8 y 9.5 mg de 1-3 se trataron con 0.5-0.75 mL de KOH al 5% de manera
independiente bajo condiciones de reflujo a 95°C durante tres horas. Al final de la reaccion,
la mezcla se acidulé con HCI 4N hasta un pH de 5.0 y se extrajo con cloroformo (2 x 20
mL) y acetato de etilo (2 x 20 mL). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con
agua destilada, se secaron con Na,SO, y se concentraron a presion reducida,
proporcionando una mezcla de acidos grasos que se analizd por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. Por otra parte, las fases acuosas se extrajeron con n-
butanol (2 x 20 mL), las fases organicas se secaron con Na,SO,4 Yy se evaporaron a vacio
para proporcionar los &cidos glicosidicos correspondientes (Cuadro 2), los cuales se
analizaron por espectrometria de masas mediante bombardeo con a&tomos acelerados (EM-

FAB) en el modo negativo.
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Cuadro 2. Cantidades obtenidas de los acidos glicosidicos

Compuesto Cantidad hidrolizada Fraccion butanolica
(mg) (mg)
1 8 7
2 9 8.5
3 9.5 8.5

Acido albinosinico A (1a, albinésido 1): Sélido amorfo blanco; p.f. 148-150 °C; [0]sss —
27.6, [a]sis —29.2, [@]s46—33.0, [@]a36 —54.6, []365—83.0 (¢ 1.0, MeOH); FABMS (modo
negativo): m/z 989 [M — HJ] ", 843 [989 — CgH100,4 (metilpentosa)]’, 697 [843 — CgH1004
(metilpentosa)], 551 [697 — CsH1004 (metilpentosa)], 389 [551 — CgH1005 (hexosa)],
243 [389 — CsH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 989.4799 [M — H] (calculada para
Ca4H77024 requiere 989.4804).

Acido albinosinico B (2a, albindsido 11): Sélido amorfo blanco; p.f. 146-148 °C; [¢]sso
—25.0, [a]s78 —26.6, []s46 —30.0, [2]436 —46.6, [a]365 —71.6 (c 1.0, MeOH); FABMS (modo
negativo): m/z 973 [M — HJ]", 827 [973 — CgH100,4 (metilpentosa)], 681 [827 — CgH1004
(metilpentosa)], 535 [681 — CgH1004 (metilpentosa)], 389 [635 — CgH1004
(metilpentosa)], 243 [389 — CgH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 973.4850 [M — H]™
(calculada para C44H77023 requiere 973.4855).

Acido albinosinico C (3a, albindsido I11): Sélido amorfo blanco; p.f 142-144 °C;
[a]ssg —36.4, [A]s78—37.5, [lsas —42.1, []a3s —69.2, [@]365 —106.0 (c 1.0, MeOH); FABMS
(modo negativo): m/z 1017 [M — H] ", 871 [1017 — CgH1004 (metilpentosa)], 725 [871 —
CeH1004 (metilpentosa)], 579 [725 — CgH1004 (metilpentosa)], 417 [579 — CgH100s
(hexosa)]", 271 [417 — CeH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS m/z 1017.5112 [M — H]
(calculada para C4sHg1024 requiere 1017.5117).
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5.7.2 Preparacion de los &cidos glicosidicos peracetilados

Los productos de hidrolisis alcalina de los compuestos 1a (IA1-OH), 2a (IA2-OH) y
3a (IA3-OH) se sometieron a una reaccion de acetilacion, utilizando anhidrido acético y
piridina (2:1). Las mezclas de reaccion permanecieron en agitacion por 48 horas y se
monitorearon mediante cromatografia en capa fina. A continuacion, se realizo el siguiente
tratamiento para cada una de las mezclas de reaccion. Se adicionaron 5 mL de agua fria,
luego se realiz6 una extraccion con acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase organica se
sometid a un proceso de extraccion con una solucion de acido clorhidrico (0.1 N, 2 x 5
mL), seguido de un tratamiento alcalino con una solucion de bicarbonato de sodio
(NaHCO3, 2 x 5 mL). Adicionalmente, la fase organica se lavé con agua (2 x 5 mL), se

secd con Na SO, anhidro y se concentro a presion reducida. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cantidades obtenidas de los compuestos acetilados

Compuesto Cantidad Producto
(mg) (mg)
la 5 6.5
2a 6 7.0
3a 6.5 7.5

5.7.3 Preparacion de diazometano

5 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald) en 45 mL de éter se
adicionaron lentamente a una solucion de 5 g de KOH, 8 mL de agua y 10 mL de etanol
(95 %). La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion y con calentamiento a 60 °C. A
medida que se adicionaba la diazald se generaba el diazometano mediante destilacion,

colectandose en un matraz que contenia 5 mL de éter en bafio de hielo.
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5.7.4 Preparacion de los esteres metilicos peracetilados

6.5 mg de IA1-OHA, 7.0 mg de IA2-OHA y 7.5 mg de 1A3-OHA se disolvieron en
5 mL de metanol, luego se adicioné gota a gota un exceso de la solucidn etérea de
diazometano manteniendo la temperatura a 0 °C. El agente alquilante se adiciond hasta que
ceso la emision del gas nitrogeno en la mezcla de reaccion. A continuacion, la reaccion se
monitored por cromatografia en capa fina. Por Gltimo, cuando se observd la completa

desaparicion del color amarillo, el disolvente se concentrd a sequedad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Cantidades obtenidas de los ésteres metilicos peracetilados

Compuesto Cantidad Producto
(mg) (mg)
la 6.5 8
2a 7.0 9
3a 7.5 8.5

5.7.5 Purificacion de los ésteres metilicos peracetilados

Para lograr la purificacion de los acidos glicosidicos peracetilados y metilados
(IA1-HAM, 1A2-HAM y IA3-HAM) se hizo uso de la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia, de tal manera que fue necesario encontrar las condiciones a nivel analitico y
semipreparativo que permitieran la obtencion de los productos a través de las técnicas de
corte de nicleo y reciclaje en cantidades suficientes para su identificacién espectroscépica

y espectrométrica.

Condiciones a nivel analitico
Columna: Fase reversa Cig, Symmetry Silica Octadecilo (4.6 mm de diametro interno x
250 mm de longitud, 5 um tamafo de particula, Waters)
Fase movil: Acetonitrilo-Agua (95:5)
Flujo: 0.4 mL/min

Detector: Indice de refraccion

26



PARTE EXPERIMENTAL | 27

Volumen de inyeccion: 10 pL
Concentracion de la muestra: 10 mg/mL
Disolvente: Acetonitrilo

Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocrético

Condiciones a nivel semipreparativo
Columna: Fase reversa Cig, Symmetry Silica Octadecilo (19 mm de diametro interno x
150 mm de longitud, 7 um tamafo de particula, Waters)
Fase movil: Acetonitrilo-Agua (95:5)
Flujo: 4.0 mL/min
Detector: Indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 100 pL
Concentracion de la muestra: 80 mg/mL
Disolvente: Acetonitrilo
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocrético

Peracetato del éster metilico del &cido albinosinico A (1a.1): Sélido amorfo blanco; p.f.
99-101 °C; [o]sse —5.7, [ot]s7 —5.7, [o]sa6 —7.1, [0ass —10.0, [a]s65 —15.0 (C 1.0, MeOH);
RMN 'H y °C (Cuadros 9 y 10); MALDIMS (modo positivo): m/z [M + Na]* 1531.
Peracetato del éster metilico del acido albinosinico B (2a.1): Sélido amorfo blanco; p.f.
89-92 °C; [alsse —2.5, [0s7s —2.5, [o]s46 —5.0, [ct]azs —10.0, [a]se5 —18.7 (¢ 1.0, MeOH);
RMN 'H y °C (Cuadros 9 y 10); MALDIMS (modo positivo): m/z [M + Na]* 1473.
Peracetato del éster metilico del acido albinosinico C (3a.1): S6lido amorfo blanco; p.f.
78-80 °C; [o]sse 4.0, [0]s75 6.0, [0]s46 —8.0, [0t]az6—8.0, [c]s65—12.0 (c 1.0, MeOH); RMN
'H y 13C (Cuadros 9 y 10). MALDIMS (modo positivo): m/z [M + Na]* 1559.
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5.7.6 Andlisis de carbohidratos

5.7.6.1 Hidrdlisis acida

Las fracciones I, VIII y X (15 mg de cada una, correspondientes a las fracciones
donde se obtuvieron los albindsidos I-111) se sometieron a hidrélisis acida. Se adicionaron
10 mL de HCI 4N, las mezclas se calentaron a reflujo a 90 °C durante 2 horas.
Posteriormente, se diluyeron con 5 mL de agua y se extrajeron con éter etilico (3 x 10 mL).
Las fases acuosas se neutralizaron con KOH 1N y se extrajeron con n-butanol (3 x 10 mL).
Las fases butandlicas se lavaron con agua (2 x 5 mL) y se concentraron hasta sequedad

para obtener 13 mg de una mezcla de monosacaridos.

5.7.6.2 Preparacion de los derivados sililados

La sililacion de las mezclas de monosacaridos (1.5 mg) se realizd6 mediante un
tratamiento con 0.1 mL del reactivo SIGMA SIL-A, una mezcla de trimetilclorosilano-
hexametildisilazano-piridina (1:3:9), a una temperatura de 70 °C durante 5 minutos.”® De
manera adicional, se prepararon los derivados O-sililados (éteres de TMS) de muestras
estandares (0.5 mg) de L-ramnosa, p-fucosa, p-quinovosa y p-glucosa (Sigma) siguiendo el
mismo procedimiento. Los tiempos de retencidon en la cromatografia de gases para estos
derivados sililados correspondieron a 5.25 min para la ramnosa, 5.47 min para la fucosa,

6.17 min para la quinovosa y 7.15 min para la glucosa.

5.7.6.3 Preparacion de los derivados tiazolidinicos

La mezcla de monosacaridos fue derivatizada con L-cisteina para formar las
tiazolidinas correspondientes, las cuales se obtuvieron mediante la reacciéon de 1.5 mg de la
mezcla de monosacéridos con 150 uL de clorhidrato de L-cisteina en piridina durante 1
hora a 60 °C.?" Una vez transcurrido ese tiempo, se llevé a cabo la reaccion de sililacién
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente (Inciso 5.7.6.2).%° De la misma manera,

se prepararon los derivados de tiazolidinas de mezclas de estandares de L-ramnosa, D-
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quinovosa, p-glucosa y p-fucosa (Sigma) que se analizaron mediante CG-EM después de

su derivatizacion como éteres de TMS.

5.7.7 Identificacién de las agliconas

Las fases organicas de cada una de las fracciones hidrolizadas, se derivatizaron con
CH:N, para después ser sometidas a una purificacion por HPLC en fase normal.

Condiciones a nivel semipreparativo
Columna: Fase normal, ISCO (21.2 mm de didmetro interno x 250 mm de longitud, 10
um de diametro interno)
Fase movil: Hexano-CHCI;-ME,CO (6.3.1)
Flujo: 6.0 mL/min
Detector: Indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 100 pL
Concentracion de la muestra: 50 mg/mL
Disolvente: CHCIs
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocrético

Se obtuvieron 3.0 mg (fraccion 1) y 3.5 mg (fraccion VIII) del metil-11S-
hidroxitetradecanoato (metil estér del acido convolvulindlico) respectivamente y 2.0 mg
(fraccion X) del metil-11S-hidroxihexadecanoato (metil estér del acido jalapinélico). Estos
se caracterizaron por RMN y posteriormente derivatizados con SIGMA SIL-A, una mezcla

de trimetilclorosilano-hexametildisilazano-piridina (1:3:9), durante 5 min a 70 °C.%

Metil-(11S)-hidroxitetradecanoato (metil éster del acido convolvulinélico): tg 18.6 min;
p.f. 27-29 °C; [o]sse +1.5 (C 2.0, CHCl); *C NMR 174.4, 71.7, 51.5, 39.6, 37.5, 34.1,
29.6,29.5, 29.3, 29.2, 29.1, 25.6, 24.9, 18.8, 14.1.

Metil-(11S)-hidroxihexadecanoato (metil éster del acido jalapindlico): tg 16.4 min; p.f.
42-44 °C; [o]sse +7.3 (¢ 2.0, CHCl3): *C NMR 174.4, 72.0, 51.4, 37.5, 37.4, 34.1,31.9,
29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1, 25.6, 25.3, 24.9, 22.6, 14.1.
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5.7.8 Determinacion de la configuracién absoluta del acido nilico

La fase orgénica producto de la hidrolisis alcalina de 1 se trat6 con trietilamina (2
gotas) y 25 mg de bromuro de p-bromo-fenacilo en 5 mL de acetona seca durante dos horas
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd a sequedad y se resuspendid
en 10 mL de H,O para después extraerse con 20 mL Et,O. La fase orgénica resultante se
analiz6 por HPLC.”> Este procedimiento fue usado para confirmar la configuracion
absoluta del &cido 3-hidroxi-2-metilbutirico. Nilato de p-bromo-fenacilo, tg= 16.2 min
(Figura 5).

Condiciones a nivel analitico
Columna: Fase normal, silice pporasil (3.9 mm de diametro interno x 300 mm de
longitud, 10 um tamario de particula, Waters)
Fase movil: Hexano-Acetato de etilo (7:3)
Flujo: 0.4 mL/min
Detector: Indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 10 pL
Concentracion de la muestra: 10 mg/mL
Disolvente: Acetato de etilo
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocrético

Condiciones a nivel semi-preparativo
Columna: Fase normal, silice pporasil (19 mm de diametro interno x 150 mm de
longitud, 10 um tamario de particula, Waters)
Fase movil: Hexano-Acetato de etilo (7:3)
Flujo: 4.75 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 100 pL
Concentracion de la muestra: 100 mg/mL

Disolvente: Acetato de etilo
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Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocrético
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Figura 5. Cromatograma a nivel semipreparativo del nilato de p-bromo-fenacilo

(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutirato-4-bromo-fenacilo: Solido cristalino blanco. p.f. 56-59
°C; [a]ssg —6.0, (c 1.0 CHCI3): CG-EM m/z 118 (2.0), 115 (10), 101 (20), 84 (12), 73 (70),
60 (100).

Br
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5.8 Evaluacion bioldgica

5.8.1 Lineas y cultivos celulares

El medio RPMI 1640 y el SFB se adquirieron en Gibco®, mientras que la
Sulforodamina B, reserpina y vinblastina en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La linea
celular MCF-7 parental derivada de cancer de mama se obtuvo de la American Type
Culture Collection (ATCC HTB-22). La contraparte resistente MCF-7/Vin se desarroll6 a
través de exposicion continua y creciente del agente citotoxico vinblastina durante tres afios
consecutivos.® Todas las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con
10% de SFB y se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO; en aire y 100% de
humedad. Para mantener la resistencia a vinblastina, las células MCF-7/Vin® se cultivaron
en medio conteniendo 0.192 pg/mL vinblastina. Al mismo tiempo, se mantuvieron células

MCF-7/Vin™ en medio libre de vinblastina.®

5.8.2 Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad y el factor de reversion de los glicolipidos evaluados (1-11) se
determinaron con el método de la SRB. Las células se cosecharon hasta la fase logaritmica
de su ciclo de crecimiento y se trataron por triplicado con varias concentraciones de los
compuestos de prueba (0.2 — 25 pg/mL) y se incubaron por 72 h a 37 °C en atmosfera de
100% humedad y 5% de CO,. Los resultados obtenidos se expresaron como la
concentracion que inhibe el 50% del control de crecimiento después del periodo de
incubacion (Clsp). Los valores se estimaron a partir de una curva semilogaritmica de la
concentracion del farmaco (ug/mL) contra el porcentaje de inhibicion de crecimiento. La

vinblastina se utilizé6 como un control positivo.®
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5.8.3 Ensayos de modulacion

Los efectos de modulacién se determinaron con el mismo método que para los
ensayos de citotoxicidad. Las lineas MCF-7 sensible y MCF-7/Vin se sembraron en placas
de 96 pozos y se trataron con varias concentraciones de vinblastina (0.00064 — 10 pg/mL)
en presencia o ausencia de glicolipidos a 25 y 5 pug/mL por 72 h. La actividad de los
glicolipidos como potenciadores de la citotoxicidad de la vinblastina se midi6 a partir de la
obtencion de la Clsp. En estos experimentos se utilizo reserpina (5 pg/mL) como control
positivo. El factor de reversion (FR, como un parametro de potencia) se calculd dividiendo
la Clsp de la vinblastina entre la Clso de la vinblastina en presencia del compuesto de
prueba.®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Fraccionamiento del extracto cloroférmico

El extracto cloroférmico de las semillas de Ipomoea alba se someti6 a una
precipitacion con MeOH para lograr una fraccion de resinas glicosidicas, la cual se resolvié
mediante HPLC en fase reversa. A través de las técnicas de corte de nicleo y reciclaje de la
muestra a nivel preparativo se logréd la obtencién de once compuestos denominados
albinésidos I-XI (1-11), que representan resinas glicosidicas de estructura novedosa.
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Cantidades obtenidas de la separacion a escala preparativa

Fracciones | Cantidad (mg)
I 58.3
1 307.3
Il 260.6
\Y 151.1
V 214.6
VI 325.6
VI 297.0
VIl 74.0
IX 112.9
X 68.7
XI 21.3

6.2 Purificacion de los glicolipidos individuales

El reciclaje de las fracciones I-XI permitio la purificacion de los compuestos 1-11.
La figura 6 ilustra la purificacion de la fraccién | mediante el empleo de la cromatografia
de liquidos, a través de la técnica de “rasurado de pico” y “reciclaje de muestra” para la
purificacion del albindésido 1. Cabe mencionar que las condiciones descritas (Parte
Experimental, inciso 5.6) se aplicaron para la adecuada purificacion de cada una de las
subfracciones. Para las subfracciones mas lipofilicas, se decidio eliminar el agua de la fase

movil y aumentar la velocidad de flujo con la finalidad de disminuir el tiempo de retencion.
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En el Cuadro 6 se enumeran las cantidades obtenidas para cada uno de los

compuestos purificados.

Cuadro 6. Cantidades obtenidas de los compuestos aislados

Fraccion Clave Nombre Cantidad
Compuesto (mg)
| IA-1  Albinosido | 19
1 IA-2  Albindsido VI 16.3
i IA-3  Albinésido IV 10
v 1A-4 Albinésido VII 28
V IA-5  Albindsido V 10
VI I1A-6 Albindsido V111 23.4
VI 1A-7 Albinoésido X 18.5
VI I1A-8 Albindsido 11 18.1
IX IA-9  Albinésido X 39.1
X IA-10 Albindsido Il 16.1
Xl IA-11  Albindsido XI 11.5
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Figura 6. Purificacion del albinésido I. Condiciones instrumentales: Columna Cig (19 x
300 mm, 7 um); fase moévil: MeOH- CH3CN -H,O (5:3.5:1.5), flujo de elucion: 9.0
mL/min; detector: IR; volumen de inyeccion de la muestra: 500 pL (0.1 mg/uL).
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6.3 Identificacion de las agliconas

Mediante la reaccion de hidrolisis alcalina de los albindsidos I-111 (1-3), se liberaron
los &cidos grasos que se encuentran esterificando los nlcleos oligosacaridos de las resinas
glicosidicas originales (acido acético y acido 3-hidroxi-2-metilbutirico en 1 y &cido tiglico
en 2 y 3), los cuales se analizaron mediante la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas. Este analisis se realiz6 a través de la comparacion de los patrones
de fragmentacién obtenidos para cada uno de los picos eluidos con los patrones de

fragmentacién de muestras auténticas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Identificacion de los acidos grasos mediante CG-EM

Acido Organico | tr m/z
(min)
Acido acético | 2.81 | [M]" 60 (65), 45 (80), 43 (100), 29 (19), 15 (25)

Acido 3-hidroxi- | 7.95 | [M]* 118 (2.0), 115 (10), 101 (20), 84 (12), 73 (70), 60
2-metilbutirico (100)

Acido tiglico 6.95 | [M]" 100 (30), 83 (18), 79 (38), 77 (40), 73 (100), 65 (9),
55 (22)

Mediante la reaccion de hidrolisis acida de las fracciones 1, VIII y X, se liberaron
los &cidos grasos hidroxilados que forman las macrolactonas en las resinas glicosidicas, los
cuales se recuperaron de la fase organica para ser derivatizados con CH,N; y ser analizados
mediante HPLC (Parte Experimental, inciso 5.7.7). Posteriormente se llevo a cabo la
obtencién de los derivados sililados, con el objetivo de analizarlos mediante la

cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (Cuadro 8).%

Cuadro 8. Identificacidn de los acidos grasos hidroxilados mediante CG-EM

Derivado Sililado tr (Min) m/z
Acido convolvulindlico 7 [M]* 330 (0.3), 315 (3.5), 287 (66.8), 145 (100),
73 (35.4)
Acido jalapinélico 12.8 [M]" 358 (0.3), 343 (0.5), 311 (10.5), 287 (59.7),
173 (100), 73 (46.3)
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6.4 Purificacion de los &cidos glicosidicos derivatizados

Se llevd a cabo la derivatizacion de los productos obtenidos de la hidrélisis alcalina
de los albinésidos I-111 (1-3), para facilitar la purificacion y caracterizacion estructural de
cada uno de los &cidos glicosidicos constitutivos. Con este propdsito, se prepararon los
derivados peracetilados 1a-3a a través de la reaccion con anhidrido acético y piridina (Parte
experimental, inciso 5.7.2). Posteriormente, se realizd la reaccion de metilacion del grupo
carboxilo de la aglicona con diazometano. Una vez obtenidos los productos peracetilados-
metilados (1a.1-3a.1) de los acidos glicosidicos correspondientes, se empled de la técnica
de cromatografia de liquidos para su purificacion. Las condiciones instrumentales a nivel
analitico (Parte experimental, inciso 5.7.5) permitieron determinar los tiempos de retencion
de los productos obtenidos. Las condiciones mas adecuadas se extrapolaron a nivel
preparativo (Parte experimental, inciso 5.7.5) con la finalidad de lograr la separacion y

purificacion de los derivados.

Asi en la escala preparativa, se generaron los siguientes picos correspondientes a los
ésteres metilicos peracetilados de los acidos albinosinicos A-C (1a.1-3a.1): tg = 18.43 min,
18.98 min y 21.14 min, respectivamente. Los picos mayoritarios se purificaron a través de
las técnicas de sobrecarga de columna y corte de nucleo, en combinacion con el rasurado y

el reciclaje del pico® durante 5-9 ciclos.

6.5 Identificacion estructural de los derivados peracetilados-metilados de los acidos
albinosinicos A-C (la.1-3a.1)

Las técnicas de espectrometria de masas por bombardeo con atomos acelerados
(EM-FAB) y electrospray (EM-ESI) han sido herramientas Utiles para el establecimiento de
la formula molecular de glicolipidos, a través de la deteccion de los iones
pseudomoleculares [M — H]", [M + Na]* y [M + CI]", ademas permite confirmar sus
estructuras mediante la identificacion de los fragmentos correspondientes a las rupturas de

1,29-33

los enlaces glicosidicos. Mediante la comparacion entre cada uno de los iones

pseudomoleculares [M — H] vy los los picos correspondientes a las fragmentaciones

37



RESULTADOS Y DISCUSION | 38

atribuibles a las eliminaciones de los grupos acetato se puede establecer la identidad de los
mismaos.

En primer lugar, se llevo a cabo el analisis de los espectros de masas FAB en modo
negativo de cada uno de los acidos glicosidicos 1a-3a. Para el compuesto 1a, se observo un
ion pseudomolecular de m/z 989 [M - H] que permiti6 calcular su férmula molecular como
Ca4H75044, para 2a un ion pseudomolecular de m/z 973 [M — H] correspondiente a una
formula molecular de C44H730,3 y para 3a un ion pseudomolecular de m/z 1017 [M - H]™
correspondiente a una formula molecular de C4sHs2024. También se observaron fragmentos
comunes generados por las rupturas de los enlaces glicosidicos en los tres compuestos, lo

cual confirmé la naturaleza pentasacarida de los ndcleos.?2

En el compuesto la, la
eliminacion consecutiva de las unidades de azucar produjeron los picos de m/z 843 [989 —
CeH1004 (metilpentosa)], 697 [843 — CgH1004 (metilpentosa)], 551 [697 — CgH1004
(metilpentosa)] , 389 [551 — CgH100s (hexosa)] y 243 [389 — CgH1004 (metilpentosa)] , el
cual es un fragmento caracteristico de la presencia del acido 11-hidroxitetradecanoico o
convolvulinélico como la aglicona (Figura 7). La diferencia de 28 unidades de masa,
correspondientes a dos grupos metilenos, entre los compuestos l1a y 3a, asi como el mismo
patrén de fragmentacion por las rupturas glicosidicas de cada unidad de azdcar, i.e., m/z
1017, 871, 725, 579, 417 y 271 confirmé el mismo nucleo pentasacarido y la presencia del
acido 11-hidroxihexadecanoico o jalapinolico como la aglicona para 3a (Figura 9). Para el
compuesto 2a, los fragmentos m/z 827, 681, 535, 389 y 243 representan la pérdida de cinco
unidades de metilpentosa y el fragmento m/z 243 indica la presencia del acido 11-

hidroxitetradecanoico o convolvulinélico como la aglicona (Figura 8).
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Figura 7. Espectro de masas FAB modo negativo del compuesto 1a (IA1-OH)
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Figura 8. Espectro de masas FAB modo negativo del compuesto 2a (I1A2-OH)
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Figura 9. Espectro de masas FAB modo negativo del compuesto 3a (1A3-OH)

El analisis de los espectros unidimensionales (RMN *H y **C) de los compuestos

la.1-3a.1 permitio obtener informacion general acerca de la estructura de los nucleos

oligosacaridos constitutivos de estas resinas glicosidicas. Asi, por la técnica de correlacion

heteronuclear (*Jc.4) HSQC se confirmaron cinco sefiales correspondientes a los protones

anoméricos en la region entre oy 4.67— 5.71 que se encuentran correlacionando con las

sefiales de carbono entre oc 98.6 y 102.8 ppm (Figura 11). De acuerdo a las constantes de

acoplamiento observadas, se logro establecer la naturaleza de los monosacaridos. Asi, las

sefiales desplazadas a oy 4.67 y d4 4.68 ppm que aparecen como dobletes (3J4.1 = 8.0y 7.5

Hz), son caracteristicos de una p-quinovosa.*** Adicionalmente, las sefiales a d4 5.59 y Jy
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5.61 ppm se presentan en forma de dobletes (*Jy. = 8.5 y 7.5 Hz) con el desplazamiento
quimico caracteristico de una p-glucosa.*** Finalmente, las sefiales centradas entre dy 5.02
ppm y on 5.82 ppm que se presentaron como singuletes anchos son generados por los
protones anoméricos de las unidades de r-ramnosa.*** Otra caracteristica importante, fue
el nimero de sefiales dobles observadas entre dy 1.4-1.7 ppm en el espectro de RMN 'H y
que corresponden a los protones de los grupos metilo de las 6-desoxihexosas. Asi, cuatro
dobletes se observaron en esta region indicando la presencia de cuatro metilpentosas para
los compuestos 1la.l (Figura 10) y 3a.1 y para el compuesto 2a.1 se observaron cinco
dobletes debido a la presencia de cinco metilpentosas en el nlcleo pentasacérido.
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Figura 10. RMN *H del compuesto 1a.1 (IA1-HAM)
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Figura 11. Region anomerica del espectro HSQC para el compuesto 1la.1 (IA1-HAM)

Mediante el uso de las técnicas espectroscopicas bidimensionales, como ‘H-'H
COSY y TOCSY, se llevo a cabo la asignacion de las sefiales para los metinos centrados
entre Jy 4.0-6.0, atribuibles a cada unidad monosacérida.>** A través de los patrones de
acoplamiento (Ju.n) observados en cada unidad monosacarida se confirmd la presencia de
tres tipos de azlcares, la p-quinovosa, p-glucosa y L-ramnosa para los compuestos 1la.ly
3a.1, mientras que para el compuesto 2a.1, se confirmo la presencia de la p-quinovosa y la
L-ramnosa. Este procedimiento se inici6 con la identificacion de las cinco sefiales
correspondientes a los protones anoméricos y su correlacion con las sefiales para H,
observadas a través de los cuadros de conectividad en el espectro COSY (Figura 12). La
identificacion de estas sefiales se confirmd con los espectros de correlacion homonuclear a
larga distancia (TOCSY). De esta manera, se realizaron las secuencias de interacciones
vecinales restantes: H,-Hs, Hs-H4, Hs-Hs y Hs-Hg en cada unidad monosacarida (Figura
13).
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Figura 12. Espectro COSY del compuesto 1la.1 (IA1-HAM)
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Figura 13. Espectro TOCSY del compuesto 1a.1 (IA1-HAM)
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De los cinco azUcares que constituyen el nucleo pentasacarido, para los compuestos
la.1y 3a.1, cuatro de ellos corresponden a metilpentosas o 6-desoxihexosas: dos unidades
de p-quinovosa y dos unidades de r-ramnosa. La p-glucosa fue la Unica hexosa que se
encontrd constituyendo estos ndcleos pentasacaridos. Para el compuesto 2a.1, el nicleo
estd constituido por dos unidades de p-quinovosa y tres unidades de r-ramnosa. La
correspondencia entre cada uno de los protones con su &tomo de carbono geminal se realizd

a través del experimento de correlacion heteronuclear HSQC (*Jc.).

En los Cuadros 9 y 10, se enlistan los datos espectroscopicos de *H y **C de cada
una de las unidades monosacaridas que constituyen la porcion oligosacarida de los
derivados peracetilados-metilados IA1-HAM (1a.1), IA2-HAM (2a.1) y IA3-HAM (3a.1).
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Cuadro 9. RMN *H de los derivados IA1-HAM, IA2-HAM y IA3-HAM?

Posicion” la.l 2a.1 3a.l
Qui-1 4.67d (8.0) 4.68 d(7.5) 4.68d (7.5)

2 4.45 dd (8.0,8.0) 4.14 dd (9.5,8.0) 4.19 dd (10.0,7.5)
3 5.61 dd (9.0,8.5) 5.541(9.5) 5.541(9.5)

4 5.16 dd (9.5,9.5) 5.081(9.5) 5.06 t (9.5)

5 3.68 dg (9.5,6.0) 4.12 dq (9.5,6.5) 4.08 dq (9.5,6.5)
6 1.42 d (6.0) 1.35d (6.0) 1.35d (6.5)
Glu-1 5.59d (8.5) 5.61d (7.5)

2 5.16 dd (9.5,9.5) 5.821(10.5)

3 5.671(10.0) 5.641(10.5)

4 5.50 dd (9.0,9.0) 5.831(10.5)

5 4.01 ddd (9.0,5.0,3.0) 4,13 m*

62 3.99 dd (10.0,5.0) 4.33dd (12.5,5.0)
6b 3.98 dd (10.0,3.0) 4.62 dd (12.0,4.5)
Ram-1 4.89 brs 5.82 brs 5.82 brs

2 5.16 brs 6.12 brs 6.12 dd (3.0,1.5)
3 5.5dd (8.5,2.0) 5.99 dd (10.0,3.0) 5.99 dd (10.0,3.0)
4 4.97 dd (9.5,9.5) 5.64 dd (10.0,9.0) 5.631(9.5)

5 3.48 dqg (10.0,6.0) 4.36 dg (9.5,6.5) 4,33 m*

6 1.06d (6.0) 1.35d (6.0) 1.36d (6.5)
Ram'-1 5.71 brs 5.48 brs 5.50 brs

2 6.08 dd (4.0, 1.6) 4.81 brs 5.47 dd (3.5,1.5)
3 5.78 dd (9.0,4.0) 4.35dd (9.5,3.0) 4,77 dd (9.5,4.0)
4 5.66 dd (10.0,10.0) 4.55 dd(10.0,9.5) 4.41t(9.0)

5 4.76 dq (10.0,6.5) 4.54 dq (9.5,6.5) 4.53 dq (9.5,6.0)
6 1.61d(6.0) 1.80d (6.0) 1.80d (6.0)
Qui'-1 5.07d (7.5) 5.02d (7.5) 5.09d (8.0)

2 4.05t(8.5) 4,18 dd (8.0,8.0) 4,18 dd (10.0,8.0)
3 4.521(9.0) 5.65 dd (10.0,9.0) 5.75t(9.5)

4 4.93 dd (9.0,8.0) 5.04 dd (9.5,7.5) 5.36 1 (10.0)

5 3.98 dq (8.0,6.0) 4.12 dq (8.0,6.5) 4.1dg (10.5,6.5)
6 1.33d (6.0) 1.12d (6.5) 1.12d (6.5)
Ram"-1 5.64s

2 5.85dd (2.8,2.4)

3 5.65 dd (9.0,3.0)

4 5.03 dd (9.5,9.0)

5 3.77 dg (10.0,6.0)

6 1.29d (6.0)

conv-2 2.341t(7.5) 2.35t(7.5)

11 3.75m* 3.65 m*

14 0.96t(7.5) 0.93t(7.5)

jal-2a 2.36t(7.5)

11 3.65 m*

16 0.90t (7.0)

OCH; 3.58 m* 3.62s 3.62s

¥Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos () estan en ppm relativas a TMS.
Las constantes de acoplamiento (J) estdn dadas en Hz. Las asignaciones estan basadas en los experimentos
'H-'H COSY y TOCSY. "Abreviaciones: qui = quinovosa; ram = ramnosa; glu = glucosa; conv = 11-
hidroxitetradecanoilo; Jal = 11-hidroxihexadecanoilo.
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Cuadro 10. RMN 3C de los derivados IA1-HAM, 1A2-HAM y IA3-HAM?

Posicion® la.l 2a.1 3a.l
Qui-1 102.8 101.0 101.0
2 75.6 74.5 73.5
3 76.2 76.1 75.9
4 745 74.2 73.9
5 70.4 69.8 69.5
6 17.3 17.7 17.6
Glu-1 100.9 101.3
2 74.6 69.8
3 74.4 71.2
4 73.5 71.8
5 76.1 69.6
6 67.9 63.0
Ram-1 99.8 98.0 99.7
2 73.4 74.2 70.5
3 73.3 76.6 70.4
4 74.1 71.1 71.2
5 70.6 68.8 68.5
6 17.9 17.7 17.6
Ram'-1 98.6 98.5 97.2
2 70.1 71.1 72.8
3 70.4 74.8 79.0
4 71.1 76.7 76.2
5 67.9 67.7 68.0
6 18.0 18.8 18.7
Qui'-1 100.8 99.9 101.0
2 78.1 77.5 77.0
3 81.6 78.7 75.9
4 74.3 71.7 69.8
5 69.9 69.8 72.6
6 17.6 16.8 16.0
Ram"-1 99.7

2 71.0

3 73.0

4 78.8

5 70.7

6 17.6

conv-1 171.4 171.2

2 34.4 35.0

11 83.1 83.9

14 14.9 14.9

jal-1 174.2
2 34.3
11 81.0
16 14.3
OCH; 51.5 51.5 51.5

®Datos registrados a 125.7 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (&) estan en ppm relativas a TMS.
Las asignaciones estan basadas en los experimentos ‘H-'H COSY and TOCSY. PAbreviaciones: qui =
quinovosa; ram =ramnosa; glu = glucosa; conv = 11-hidroxitetradecanoilo; Jal = 11-hidroxihexadecanoilo.



RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia de glicosidacién se estableci6 a traves de las correlaciones
heteronucleares C-H (®Jcn) mediante el experimento HMBC (Figura 14). Este
procedimiento se realiz6 considerando aquellas sefiales de protones desplazadas a campo
bajo, por arriba de oy 5.3 ppm que indicaban la acetilacién de los grupos hidroxilo del
nlcleo oligosacérido, las cuales fueron 12 posiciones acetiladas del nucleo oligosacérido,
ademas de 12 sefiales correspondientes a los metilos del grupo acetilo entre oy 2.0-2.2
ppm. La secuencia de glicosidacion se establecio a partir de las principales conectividades
observadas en el espectro HMBC, para el compuesto la.1 se observaron las siguientes
conexiones: Qui H-2 (dy 4.45) con Glu C-1 (8¢ 100.9), Glu H-2 (64 5.16) con Ram’ C-1 (d¢
98.6), Glu H-6 (8 3.99) con Qui’ C-1 (8¢ 100.8), Ram H-1 (3 4.89) con Qui’ C-2 (8¢ 78.1)
y Qui H-1 (6y 4.67) con C-11 (&¢ 83.1) del acido convolvulinolico, la misma secuencia de
glicosidacion se encontro en el compuesto 3a.1 pero este contiene al acido jalapindlico
como la aglicona. Para el compuesto 2a.1, se observaron las siguientes conectividades
observamos Qui H-2 (6 4.14) con Ram C-1(d¢ 98.0), Ram H-4 (64 5.64) con Qui’ C-1 (8¢
99.9), Ram’ H-1 (84 5.48) con Qui’ C-3 (6¢ 78.7), Qui’ H-2 (64 4.18) con Ram” C-1 (8¢
99.7) y Qui H-1 (64 4.68) con C-11 (8¢ 83.9) del &cido convolvulindlico.

Glu C-1
Qui' C-1
— Ram C-1

il

. 1 ' A \ "" A
e R I a\.'u\f") fella M WA '}'{,‘,v‘.‘,'c Wi -‘J;,'-:."f.'\.“al’

Figura 14. Espectro HMBC del compuesto 1a.1 (IA1-HAM)
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La estructura del &cido albinosinico A fue caracterizado como: 11-O-¢- L -
ramnopiranosil-(1—2)-O-[a- L -ramnopiranosil-(1—2)-6-deoxi-f- o -glucopiranosil-
(1—6)]-O-4- b -glucopiranosil-(1—2)]-6-deoxi-f- o -glucopiranésido del acido (11S)-
hidroxitetradecanoico. La estructura del &cido albinosinico B fue caracterizado como: 11-
O-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-O-[a- L -ramnopiranosil-(1—3)]-O-6-deoxi-f- b -
glucopiranosil-(1—4)-0-a- » -ramnopiranosil-(1—2)-6-deoxi-$- o -glucopirandsido del
acido (11S)-hidroxitetradecanoico; y la estructura del acido albinosinico C como: 11-O-a-
L -ramnopiranosil-(1—2)-0-[a- L -ramnopiranosil-(1—2)-6-deoxi-f- b -glucopiranosil-
(1—6)]-O-4- b -glucopiranosil-(1—2)]-6-deoxi-f- b -glucopiranésido del acido (11S)-

hidroxihexadecanoico.
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R R, RHOsC 0
2a H H RO OR

2a.1 Ac Me
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Figura 15. Estructuras de los de los &cidos albinosinicos A-C (1a-3a) y sus derivados
peracetilados-metilados (1a.1-3a.1)
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Los derivados peracetilados-metilados de los &cidos albinosinicos A-C (1a.1-3a.1)
se analizaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF en modo positivo. Los
espectros de masas permitieron confirmar una férmula molecular de CgoH104036, como lo
establece el ion pseudomolecular [M + Na]® de m/z 1531, para el compuesto la.l,
Ce7H102034 por la presencia del ion pseudomolecular [M + Na]® de m/z 1473 para el
compuesto 2a.1y C71H108036 por el ion pseudomolecular [M + Na]* de m/z 1559 para el
compuesto 3a.l.
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6.6 Identificacion de carbohidratos

El andlisis mediante CG-MS de las mezclas de monosacaridos obtenidas en cada

una de las hidrolisis &cidas, en forma de derivados del trimetilsilano (TMS)

2627 ytilizando

experimentos de coelucion con muestras estandares (identificacion del tiempo de

retencion), permitieron la identificacion de la t-ramnosa, la p-quinovosa y la po-glucosa en

una proporcién aproximada de 2:2:1 en las fracciones | y X. Una proporcion de 3:2 para

ramnosa-quinovosa se encontré en la fraccion VIII (Figura 16).
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Figura 16. Cromatogramas de gases (CG) de los derivados trimetilsililados. a. Mezcla
de estandares formada por Glu/Qui/Ram (1:2:2), b. Mezcla de estandares formada por
Qui/Ram (2:3), c. Mezcla de monosacaridos obtenida tanto para la fraccion I, como para la

fraccion X, d. Mezcla de monosacéridos de la fraccion VIII.
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Mediante la preparacién de los derivados tiazolidinicos con L-cisteina®’ y el analisis

de sus tiempos de retencion en la CG, se confirm6 la configuracion absoluta de todos los

monosacaridos como la serie - para la ramnosa y la serie p- para la quinovosa y la glucosa
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Figura 17. Cromatogramas de gases de los derivados tiazolidinicos. a. Mezcla de
estandares formada por Glu/Qui/Ram (1:2:2), b. Mezcla de estandares formada Qui/Ram
(2:3), c. Mezcla de monosacéaridos obtenida tanto para la fraccion I, como para la fraccion

X, d. Mezcla de monosacéridos de la fraccion VIII.
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6.7 Caracterizacion de la estructura quimica de los albinoésidos I-XI

A continuacién, se discutira el procedimiento que se llevd a cabo mediante los
experimentos de RMN y EM para la elucidacion de los compuestos 1-5 con nucleo
pentasacarido y, posteriormente, se ejemplificard la elucidacion estructural de los
compuestos 6-11, con nucleo tetrasacérido.

6.7.1 Albindsidos I-V

Los espectros unidimensionales de protén RMN 'H y carbono RMN “*C
proporcionaron una informacion general acerca de las estructuras quimicas de los
compuestos. El analisis de los espectros por RMN *3C permitié determinar el nimero de
sefales correspondientes a los carbonos anoméricos en la region comprendida entre dc 95-
110, que indicaron el nimero de monosacaridos que se encuentran constituyendo el nicleo
oligosacérido. El experimento HSQC permitié la correlacion C-H a un enlace (*Jcn) y la
identificacion de las sefiales de los protones anoméricos en el espectro RMN *H. Una vez
identificadas, se analizaron las constantes de acoplamiento para identificar el tipo de azlcar
mediante los patrones de acoplamiento.**® Las sefiales de los protones anoméricos que se
presentaron como singuletes anchos se atribuyeron a las unidades monosacaridas de -
ramnosa. En tanto que, los dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz (3J4.4) se
atribuyeron a la unidad de p-quinovosa y p-glucosa. Las sefiales vecinales a los protones
anoméricos de estas unidades presentaron patrones de acoplamiento como dobletes de
dobletes con constantes de acoplamiento aproximadamente de 9.5 Hz (CJy.).

Por lo tanto, los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN 'H)
para los compuestos 1 (Figura 18), 3 y 4, mostraron dos sefiales correspondientes a dos
unidades de quinovosa, dos sefiales para dos unidades de ramnosa y una sefial atribuida a
una unidad de glucosa. Mientras que para 2 (Figura 19) y 5 se present6 una sefial de una
unidad de ramnosa adicional, en lugar del doblete de la glucosa. Ademas, se observaron
cuatro dobletes localizados entre oy 1.4-1.6 correspondientes a los metilos de las unidades

de metilpentosa en 1, 3 y 4, mientras que para 2 y 5 se pudieron observar cinco dobletes.

51



RESULTADOS Y DISCUSION | 52

El nicleo oligosacérido para 1, 3y 4 esta constituido por cinco unidades de azUcar,
cuatro metilpentosas (dos quinovosas y dos ramnosas) y una hexosa (glucosa); mientras

que para 2 y 5, el nicleo oligosacérido esta formado por cinco metilpentosas (dos
quinovosas Yy tres ramnosas).

Ram H-1

Qui' H-1

u@ J W h‘\l_ﬁ e leh

Figura 18. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) del albinésido 1 (1)

L
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Figura 19. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) del albinésido 11 (2)
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Mediante el uso de las técnicas bidimensionales en la RMN (*H-'H COSY vy
TOCSY) se llevo a cabo la asignacion de las sefiales de los metinos restantes en cada
monosacarido.

Este procedimiento se inici6 con la localizacion de los protones anoméricos y el
establecimiento de los cuadros de conectividad de cada uno de los protones con su metino
vecinal a lo largo de toda la unidad sacarida. En los casos, donde se observa un
desplazamiento de protén por arriba de oy 5.5 ppm, se identificO como una posicion de
esterificacion en el carbono correspondiente. Asi, en el espectro mostrado en la figura 20
atribuido al albinésido | (1), se observa que el proton anomérico Hy (du 4.94 ppm) de la
unidad de ramnosa terminal (Ram) establece su cuadro de conectividad con el Hj, cuyo
desplazamiento se encuentra en oy 5.6 ppm, indicando claramente una posicion de
esterificacion en el C, de esta unidad de azucar. Siguiendo el mismo procedimiento, se
localizaron los sitios restantes de acilacion en las posiciones C4 de la unidad de ramnosa

terminal (Ram) y en la posicion C,4 de la unidad de ramnosa intermedia (Ram’).

— Glu H-6b
QuiH
QuiH-3

Glu H-6a
Glu H-2

»«JL \u Iqu L »U“‘M’U

4.0

4.5

- 0 o Ras
e = o Giz J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 4.Ef24.7 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 3.6
m

Figura 20. Espectro ‘H-'H COSY para la region oligosacarida del albinésido 1 (1).
Correlaciones (SJH—H): Q1-2; Qui Hi-Hy, Q2.3; Qui Ha-Hs, Qs.4; Qui Ha-Ha, Q'12; Qui’ Hi-Ha, Ry,
Ram Hi-H,, R,3; Ram His-Ha, Rs4; Ram Hs-Ha, R'1,; Ram’ Hi-H,, R'53; Ram’ Hy-Hs, R’34; Ram’
Hs-Ha, Gis; Glu Hi-H,, G,3; Glu Hio-Hs, Gs4; Glu Ha-Ha, Gus; Glu Hy-Hs, Gs6a; Glu Hs-Hg,, Gea.
6b; Glu Hga-Hgp. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui'= quinovosa intermedia, Ram’ = ramnosa
intermedia, Ram = ramnosa terminal, Glu= glucosa.

f1 {ppm)
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El experimento TOCSY nos permite el establecimiento de la secuencia total de las
interacciones vecinales entre los hidrogenos de cada unidad monosacarida. El analisis se
puede realizar mediante el trazo de una linea horizontal o vertical a partir del proton
anomérico para identificar los desplazamentos quimicos de las resonancias de todos los
metinos en cada unidad sacérida. En la figura 21 se indican las sefiales, las cuales
coinciden con las obtenidas por medio del analisis del experimento COSY.
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Figura 21. Espectro TOCSY para la region oligosacarida del albindsido 1 (1).
Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui'= quinovosa intermedia, Ram= ramnosa intermedia,
Ram’= ramnosa terminal, Glu= glucosa.

Una vez realizada la identificacién de los protones correspondientes a las unidades
sacaridas, se procedidé con la asignacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos

correspondientes mediante la técnica heteronuclear **C-*H HSQC (*Jc.w) (Figura 22).
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Figura 22. Espectro HSQC del albindésido | (1). Region oligosacarida para la
identificacion de los carbonos correspondientes a cada proton del nicleo oligosacérido.
Correlaciones (*Jc.) mostradas para la unidad de quinovosa (Qui).

En las regiones correspondientes a los protones y carbonos anomericos del espectro
HSQC para los albinosidos I y Il (Figuras 23-24) se pueden observar las conectividades
entre cada carbono anomérico con su correspondiente proton. Asi, las cinco sefiales

anoméricas nos indican el nimero de unidades de azucar en cada nicleo oligosacarido.
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Figura 23. Espectro HSQC del albinésido 1 (1). Correlaciones (*Jc.) observadas en la
region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui’= quinovosa intermedia, Glu=
glucosa, Ram'=ramnosa intermedia, Ram = ramnosa terminal.
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Figura 24. Espectro HSQC del albinésido 11 (2). Correlaciones (*Jc.) observadas en la
region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui'= quinovosa intermedia, Ram =
ramnosa superior, Ram’= ramnosa inferior, Ram’ = ramnosa intermedia.

A través de la técnica HMBC se procedio a la determinacion de las correlaciones
BCIH a tres enlaces de distancia (*Jc.) para el establecimiento de los enlaces
glicosidicos,! identificando las conectividades C-H entre los protones anoméricos y los
carbonos enlazados directamente a la posicion donde se establece el enlace glicosidico
entre dos unidades sacaridas. De esta manera, se establecieron los nucleos oligosacaridos
constitutivos de las estructuras de los albindsidos 1-V (1-5). Esta técnica permitio confirmar
las secuencias de glicosidacion de los compuestos 1 y 4, que corresponden a las descritas
anteriormente para el &cido albinosinico A, para los compuestos 2 y 5 que corresponden a
la del &cido albinosinico B y para el compuesto 3 que corresponden a la del acido

albinosinico C.
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Figura 25. Espectro HMBC del albinésido I (1). Correlaciones %Jc. para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.

Por lo tanto, la secuencia de azucares en el nucleo oligosacarido de los albinosidos
I, 'y IV se establecid de la siguiente manera: la primera unidad sacarida del ndcleo
glicosidico corresponde a la quinovosa ya que se encuentra enlazada a la posicion C;; de la
aglicona, Qui H; (dn 4.67 ppm)/Conv Cy; (dc 83.1 ppm); la segunda unidad corresponde a
una glucosa (Glu) gue se encuentra enlazada a la posicion H; de la quinovosa, Qui H; (du
4.45 ppm)/Glu C; (6c ~ 100.9 ppm); la tercera unidad sacarida corresponde a una quinovosa
(Qui’) enlazada a la posicion Hg de la segunda unidad monosacarida (Glu), Glu Hg (o4 3.99
ppm)/Qui’ C; (dc 100.8 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad
de ramnosa terminal (Ram) enlazada a la posicion C, de la segunda unidad de quinovosa
(Qui"), Ram Hy (on 4.89 ppm)/Qui’ C; (dc 78.1 ppm); y una unidad de ramnosa intermedia
enlazada a la posicion H, de la segunda unidad de azucar (Glu), Glu Hz (dn 5.16 ppm)/Ram’
Ci(oc 98.6 ppm). La figura 25 ilustra una expansion del espectro HMBC del albinésido |

que ejemplifica la determinacién de la secuencia oligosacarida.
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Para los albindsidos Il (2) (Figura 26) y V (5) se observaron las siguientes
correlaciones: la primera unidad sacérida del nucleo glicosidico corresponde a la quinovosa
ya que se encuentra enlazada a la posicion Cq; de la aglicona, Qui Hy (o4 4.68 ppm)/Conv
C11 (dc 83.9 ppm); la segunda unidad corresponde a una ramnosa (Ram) que se encuentra
enlazada a la posicibn H, de la primera unidad de quinovosa (Qui), Qui H; (dn
4.39ppm)/Ram C; (dc 98.0 ppm); la tercera unidad sacérida corresponde a una quinovosa
(Qui") enlazada a la posicion Hy de la unidad de ramnosa (Ram), Qui’ H-1 (oy 5.24
ppm)/Ram C4 (dc 77.5 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad
de ramnosa inferior (Ram’) enlazada a la posicion C;z de la segunda unidad de quinovosa
(Qui"), Ram’' Hy (on 5.48 ppm)/Qui’ C3 (dc 78.7 ppm); y una unidad de ramnosa intermedia
enlazada a la posicion H; de la tercera unidad de azlcar (Qui’), Ram’ H; (o 5.69 ppm)/Qui’
Cz (oc 71.4 ppm).
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Figura 26. Espectro HMBC del albinésido 11 (2). Correlaciones *Jc para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.
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Mediante los espectros de RMN *H y RMN *3C también se identificaron los 4cidos
de cadena corta como &cido acético para el compuesto 1, el &cido (2R,3R)-3-hidroxi-2-
metilbutanoico (nilico) para los compuestos 1y 5, y el acido 2-metil-2-butenoico (tiglico)
para los compuestos 2 — 5. La presencia de estos residuos se confirmé mediante el analisis
mediante CG-EM de las agliconas obtenidas durante la saponificacion de las resinas
glicosidicas (Parte Experimental, inciso 6.3).

En el espectro de RMN *H, el residuo éster acético genera un singulete en 6y 1.90
ppm, el desplazamiento para C; se localiza en dc 170.7 ppm; en tanto que el residuo éster 3-
hidroxi-2-metilbutanoico genera dos sefiales atribuibles a los protones H, y Hs como
dobletes de cuartetos en oy 28 (J = 7.2, 7.1 Hz) y 4.3 ppm (J = 7.0, 6.5 Hz),
respectivamente. Adicionalmente, las sefiales dobles que se localizan alrededor de Jy 1.3
(J=7.0) y 1.2 ppm (J=7.0) son atribuibles a los protones Hs y Hs. En el espectro de RMN
3C, la sefial para el carbonilo aparece en dc 174.6 ppm, las sefiales para C, y Cs se
localizan en oc 48.7 y 68.9 ppm, y las sefiales para C,y Cs se presentan en oc 13 'y 20 ppm
respectivamente. El éster del 4cido 2-metil-2 butenoico genera en el espectro de RMN *H
una sefal atribuible al proton Hz como doblete de cuarteto o multiplete en 7.04 ppm (J =6.0
y 1.2) y dos sefiales para Hs y Hs en oy 1.5 (J = 7.2 Hz) como doblete y 1.85 ppm como
singulete, respectivamente. En el espectro de RMN **C, la sefial para el carbonilo aparece
en oc 166.2, la sefial vinilica para C3 se localiza en dc 136 ppm, y las sefiales alifaticas para

C4y Cs se presentan en dc 10 y 14 ppm, respectivamente.

Las posiciones de esterificacion se identificaron mediante la asignacion correcta de
los carbonos correspondientes a cada uno de los grupos carbonilo.?*? Posteriormente se
realizé el analisis de las interacciones 2Jcy en los espectros HMBC, entre los carbonos del
carbonilo de cada uno de los acidos con las sefiales de protones geminales a estos grupos
acilantes. Para el albindsido I, la acilacion se identifico en la posicion C, de las dos
unidades de ramnosa: la cuarta unidad monosacérida (Ram) se encontraba esterificada por
el residuo de nilato, en tanto que la unidad sacarida de ramificacion (Ram’) por el acetato
(Figura 27). Para el albinésido I, la posiciones de esterificacion se localizaron en el C,4 de

la tercera unidad monosacarida (Qui’) y en el C, de la unidad de ramnosa (Ram). Ambas
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sustituciones correspondieron a ésteres de tigloilo (Figura 28). La acilacion del albinésido
I11 se identificd en las posiciones C3 de la tercera unidad monosacérida (Qui’) y C, de la
unidad de ramnosa de ramificacién (Ram’), también esterificadas por residuos de tigloilo
(Figura 29). EIl albin6sido IV presenta en la posicion C, de la unidad sacérida de
ramificacion (Ram’) una esterificacion por un residuo de tigloilo y por dltimo, el albindsido
V presenta en las posiciones C, de la segunda unidad sacérida (Ram) y de la unidad de

ramificacién (Ram'’) esterificaciones con los ésteres de tigloilo y niloilo, respectivamente.
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Figura 27. Espectro HMBC del albindsido 1 (1). Correlaciones (*Jcw) para la
determinacion de las posiciones de esterificacion. Abreviaciones: ace= acetato, conv = 11-
hidroxitetradecanoilo, nla = niloilo.
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Figura 28. Espectro HMBC del albinésido Il (2). Correlaciones (3Jc) para la
determinacion de las posiciones de esterificacién. Abreviaciones: tga= tigloilo, conv = 11-
hidroxitetradecanoilo.
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Figura 29. Espectro HMBC del albinésido 111 (3). Correlaciones (*Jc) para la
determinacion de las posiciones de esterificacion. Abreviaciones: tga= tigloilo, jal = 11-
hidroxihexadecanoilo.

De la misma forma se determinaron las posiciones de la macrolactonizacion en los
albinosidos 1-V (1-5), siendo para los albindsidos | y V, la posicion C, de la cuarta unidad
monosacarida (Ram), mientras que para el albindsido Il y V la posicion C; de la cuarta
unidad monosacéarida (Ram’) y para el albinésido 111 la posicion C; pero la segunda unidad

monosacérida (Glu).

Mediante la espectrometria de masas, se obtuvo un ion pseudomolecular m/z 1113
[M — H] para el albindsido | (1), correspondiente a una férmula molecular Cs;HgsO2.
También se observaron los fragmentos de la eliminacion consecutiva de un residuo de
niloilo a m/z 1013 [M — H — 100 (CsHgO2)] vy un acetilo a m/z 971 [1013 — 42 (C,H,0)]
(Figura 30).
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Figura 30. Espectro de masas (modo negativo) del albinésido |

Para el albinosido 11 (2), el espectro de masas reveld un ion pseudomolecular m/z

1119 [M — H], correspondiente con la formula molecular Cs4Hg7024, €n contraste con el

ion pseudomolecular m/z 1163 [M — H] correspondiente a la formula molecular Cs7Hgs024

para el albindsido Il (3). Las pérdidas iniciales de los residuos de tigloilo lograron la

generacion de los fragmentos m/z 1037 para 2 (Figura 31) y m/z 1081 para 3 (Figura 32),
ademas del pico m/z 663 [1037 — CgH1004 — CsH1004 — 82 (CsHsO)]—, que corresponden a
la pérdida de dos unidades de metilpentosa y un residuos de tigloilo para 2 y el fragmento
m/z 853 [1081 — CgH1004— 82 (CsHsO)]—, que corresponde a la pérdida de una unidad de

metilpentosa y un residuo de tigloilo para 3.

100

127

183

243

311

HM i

389

390

499

517

518

536

79
537 664 746 l
s [

1120

1121

1020
1038

| 1220

o

\“ m‘u\ H‘ L

200

headblios
T

400

600

H,L‘ |

l
1000 1200

L L.
T T T T

m/z

Figura 31. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albindsido 11
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Figura 32. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido 111

Para el albindsido IV (4), el espectro de masas mostré un ion pseudomolecular m/z

1053 [M — H] correspondiente a una formula molecular C49Hg1024. EI fragmento m/z 971

nos indica la pérdida inicial de un residuo de tigloilo. El resto de los fragmentos

corresponden a las pérdidas caracteristicas debidas a las rupturas de los enlaces

glicosidicos. 233
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Figura 33. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido 1V
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Para el albindsido V (5), el espectro de masas mostré un ion pseudomolecular m/z
1137 [M — H] correspondiente con la formula molecular Cs4HgoOs. El fragmentos m/z
1037 indica la pérdida de un residuo de niloilo y m/z 809, la pérdida de una metilpentosa y
un residuo de tigloilo. En los Cuadros 11 y 12 se enumeran las constantes
espectroscopicas en la RMN *H y *3C para los albinésidos I-V.
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Figura 34. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido V
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos en la RMN *H para los albindsidos 1-V (1-5)°

65

Posicién” 1 2 3 4 5

Qui-1 4.73d(7.7) 4.75d (4.8) 4.77d (7.6) 4.78d (7.6) 4.77d (7.6)

2 4.48 dd (9.2,7.8) 4.39dd (9.2, 4.8) 4.44 dd (10.0,8.0) 4.44 dd (9.2,7.8) 4.42 dd (8.8, 8.0)
3 4.26-4.30 m* 3.66dd (9.2,9.2) 4.44 dd (10.0,9.0) 4.26 m* 4.27 dd (8.8, 8.8)
4 3.63m* 4.39dd (9.2,9.2) 3.55dd (9.0,8.4) 3.69 m* 4.27 dd (8.8,8.0)
5 3.63m* 3.66 dq (9.2,5.6) 3.64 dq (8.0,6.0) 357 m* 3.66 dq (8.0,5.6)
6 1.50d (5.7) 1.59d (6.0) 1.59d (6.0) 1.49d (5.7) 1.59d (5.6)
Glu-1 5.68d(7.7) 5.94d(7.2) 5.99d(7.7)

2 4.04 dd (9.0,7.8) 4.221(7.6) 4.18 dd (9.0,7.8)

3 3.95dd (9.1,8.9) 5.78 dd (9.6,8.0) 4,07 dd (9.1,8.9)

4 3.68 dd (8.9,8.9) 3.83m* 3.68 m*

5 3.88 ddd (9.0, 6.0,3.0) 4.28 ddd (9.6,5.2,3.0) 3.81ddd (9.0, 6.0,3.0)

62 4.15-4.20 m* 4.30dd (9.6,5.2) 4.20 m*

6b 4.63dd (11.7,2.0) 4.27 dd (9.6,2.0) 4.20 m*

Ram-1 4.94 brs 5.83s 5.78s 5.64 brs 5.61 brs

2 5.60dd (3.2,2.1) 5.80 brs 5.09 brs 5.81 brs 5.77 brs

3 3.58 dd (8.4, 2.3) 4.92dd (9.0, 2.4) 4.38 dd (8.8,2.8) 4.07 dd (9.8,2.8) 4.07 dd (9.0, 2.0)
4 5.58 dd (10.0,8.8) 4.45dd (9.0, 9.0) 4.36 dd (8.8,8.8) 3.99dd (9.8, 9.8) 3.53dd (9.2,9.2)
5 3.63m* 4.86 dq (9.0,6.8) 3.69dq (9.2,6.0) 5.10dq (9.9,6.4) 3.64 m*

6 1.40d (5.9) 1.91d(6.5) 1.32d (6.0) 1.59d (6.5) 1.50d (6.5)
Ram'-1 5.77d (1.5) 5.69s 5.74s 5.82 brs 5.85 brs

2 4.57 brs 4.15dd (3.0, 1.6) 5.85 brs 5.98dd (3.2,2.1) 4,13 m*

3 4.69 dd (9.8,2.8) 5.66 dd (9.0, 2.0) 4.88dd (9.2,3.2) 4.65 dd (8.4, 2.3) 5.50 dd (9.0, 3.0)
4 5.81dd (9.8, 9.8) 3.81dd (9.2,9.0) 4.46 dd (9.2,9.0) 4.44 dd (8.8,10.0) 4.36 m*

5 5.18dq (9.9,6.4) 3.66 dqg (9.2, 6.0) 4.85dq (9.0,6.4) 4.37 m* 4.32 m*

6 1.58d(6.5) 1.50d (6.5) 1.92d (6.0) 1.82d (5.9) 1.95d (6.5)
Qui-1 5.13d(7.8) 5.24 d (6.0) 5.24 d (7.6) 5.29.d (8.0) 5.33d(8.0)

2 3.96 dd (9.0,8.0) 4.24 dd (9.2,7.0) 4,12 dd (9.2,7.0) 3.96 dd (9.0,8.0) 4,05 brs

3 4.19 dd (9.0,8.9) 4.14 dd (9.6,9.2) 5.55dd (9.2,9.2) 4,19 dd (9.0,8.9) 3.79.dd (9.0, 2.4)
4 3.68 dd (9.0,8.9) 5.55 brs 4,13 dd (9.2,9.2) 3.68 m* 3.79.dd (9.0, 9.0)
5 3.88dq (9.2, 6.0) 3.66 dq (9.2,6.0) 4.28dq (9.2,5.2) 3.88dq (9.2, 6.0) 3.71dq (9.0,6.8)
6 1.64d(6.1) 1.32d(6.5) 1.68d (5.6) 1.59d (6.1) 1.61d (6.5)
Ram"-1 5.78 s 5.73 brs

2 5.07 brs 5.85 m*

3 4.54 dd (9.0, 3.0) 4.54 dd (9.0, 3.0)
4 4.31dd (9.6,9.2) 4.30 m*

5 4.25dq (9.6,6.0) 4.25 m*

6 1.67d(6.5) 1.87d (6.5)
conv2a 2.64m* 3.02dd (10.0,7.2) 2.64 m* 2.90 dd (9.6,7.6)
2b 2.44 dd (10.0,7.2) 2.43dd (9.2,7.6)
11 3.72-3.80 m* 3.82 brs 3.72-3.80 m* 3.83-3.88 m*

14 0.911t(7.4) 0.891(7.2) 0.91t(7.4) 0.90t(7.2)

jal 2a 3.0dd (8.8,7.6)

2b 2.43 dd (8.8,8.0)

11 3.83m*

16 0.86 1 (6.8)

nla-2 2.76 dq (7.2,7.1) 2.82dq(7.2,6.8)
3 4.28dq (7.0,6.5) 4.26-4.30 m*

4 1.32d(7.0) 1.32d(5.2)

5 1.20d (7.0) 1.25d(7.2)
ace-2 1.90s

tga-3 7.09 dq (6.0,1.2) 7.04 dq (6.8,0.8) 7.12dq (7.2,1.2) 7.12dq(7.2,1.2)
4 1.511t(7.2,6.4) 1.49d(7.2) 1.40d(7.2) 1.49d(7.2)

5 1.85s 1.84s 1.91 brs 1.85 brs

tga'-3 7.10 dq (6.0,0.8) 7.08 dq (7.2,0.9)

4 1.44d(6.4) 1.41d (7.2)

5 1.87s 1.86s

®Datos registrados a 500 MHz para 1 y 400 MHz para 2 -5 en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) se encuentran en
ppm en relacién al TMS. Las constantes de acoplamiento se encuentran en paréntesis y estan expresadas en Hz. Los
desplazamientos quimicos marcados con un asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. s = sefial singulete, brs = sefial
ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial muiltiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de

correlacion homonuclear *H-H (COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-**C (HMQC, HMBC).

®Abreviaciones: TMS = tetrametilsilano, fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, conv= 11-hidroxitetradecanoilo, jal

= 11-hidroxihexadecanoilo, ace= acetilo, nla = niloilo, tga = tigloilo.



Cuadro 12. Datos espectroscopicos en la RMN **C para los albinésidos I-V (1-5)*

RESULTADOS Y DISCUSION

Position” 1 2 3 4 5
Qui-1 1035 101.1 103.2 1035 102.9
2 78.8 77.4 79.6 69.5 69.3
3 78.9 75.7 776 78.9 80.8
4 76.6 75.5 778 76.6 79.3
5 72.9 71.2 72.8 72.3 77.7
6 18.2 17.1 18.9 18.2 18.6
Glu-1 101.2 100.5 101.2

2 77.9 81.2 77.9

3 75.4 79.6 75.4

4 70.0 77.4 70.0

5 76.5 74.2 76.5

6 69.6 62.5 63.2

Ram-1 100.2 98.4 105.2 100.2 99.9
2 71.7 72.4 72.6 71.7 74.1
3 74.2 77.6 71.3 74.2 72.9
4 75.6 775 79.3 77.6 75.7
5 72.2 66.7 70.3 67.3 72.3
6 174 17.8 175 174 18.7
Ram'-1 101.1 97.0 98.9 101.1 100.1
2 71.9 71.7 74.3 71.9 73.4
3 70.1 77.8 79.4 70.1 72.2
4 76.1 73.8 795 76.1 85.5
5 66.5 70.3 68.6 70.0 68.6
6 18.1 16.7 19.7 18.1 19.8
Qui*-1 104.4 103.1 105.1 104.4 106.6
2 81.3 71.4 775 81.3 705
3 77.7 79.7 74.8 77.7 81.5
4 76.7 72.9 73.2 76.7 77.1
5 72.5 68.3 71.2 725 72.9
6 18.4 15.6 18.9 18.4 18.6
Ram"-1 103.3 99.7
2 70.7 73.6
3 715 72.4
4 72.4 79.4
5 69.2 70.5
6 17.1 18.2
conv-1 1735 1711 1735 172.9
2 33.2 33.8 33.2 34.1
11 81.5 78.8 81.5 81.6
14 14.3 14.3 14.3 14.6
jal-1 173.0

2 35.0

11 81.5

16 14.7

nla-1 174.6 1745
2 48.7 48.9
3 68.9 69.3
4 20.4 19.6
5 13.0 12.7
ace-1 170.7

2 25.2

tga-1 166.2 168.1 167.7 167.9
3 136.0 137.9 138.4 138.4
4 12.2 145 14.6 14.7
5 10.9 12.7 12.6 12.7
tga'-1 166.7 168.6

3 136.7 138.7

4 12.6 145

5 10.8 12.7

®Datos registrados a 125.7 MHz para 1 y 100 MHz para 2 y 3 en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se
encuentran en ppm en relacion al TMS. Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC.
®Abreviaciones: qui= quinovosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, conv = 11-hidroxitetradecanoilo, jal = 11-
hidroxihexadecanoilo, nla = niloilo, ace = acetilo, tga = tigloilo.
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De acuerdo al analisis de los espectros por RMN y espectrometria de masas de los
compuestos 1-5, se propusieron las siguientes estructuras quimicas para los albinésidos I-
V:

Albinosido 1 (1)

Ester intramolecular 1,2""""-11-O-4-O-(acetil)-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-O-[4-O-(niloil)-
a- L -ramnopiranosil-(1—2)-6-deoxi-$- o -glucopiranosil-(1—6)]-O-4- b -glucopiranosil-

(1—2) -6-deoxi-f- o -glucopiranodsido del acido (11S)-hidroxitetradecanoico.

Albinésido 11 (2)

Ram"

Ester intramolecular 1,3""""-11-O-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-O-a- L -ramnopiranosil-
(1—3) -O-[4-0O-(tigloil)-O-6-deoxi-f- b -glucopiranosil-(1—4)]-O-[2-O-(tigloil)-a- v -
ramnopiranosil-(1—2)] -6-deoxi-f- o -glucopiranésido del acido (11S)-

hidroxitetradecanoico.
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Albinésido 111 (3)

Ester intramolecular 1,3""-11-O-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-O-[3-O-(tigloil)- 6-deoxy-f- b
-glucopiranosil-(1—6)] -[2- O-(tigloil)-O-a- L -ramnopiranosil-(1—2) -O-f- b -
glucopiranosil-(1—2) ] -6-deoxy-4- b -glucopirandsido del &cido (11S)-

hidroxihexadecanoico.

Albinésido 1V (4)

Ester intramolecular 1,2'"""-11-0-2-O-(tigloil)-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-O-[a- L -
ramnopiranosil-(1—2)-6-deoxi-f- b -glucopiranosil-(1—6)]-O-4- o -glucopiranosil-(1—2)

-6-deoxi-f- b -glucopirandsido del acido (11S)-hidroxitetradecanoico.
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Albinésido V (5)

Ester intramolecular 1,3""""-11-O-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-0-[2-O-(niloil)-a- L -
ramnopiranosil-(1—3) ] -O -6-deoxi-$- b -glucopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(tigloil)-a- . -
ramnopiranosil-(1—2)] -6-deoxi-S- b -glucopiranésido del &cido (11S)-

hidroxitetradecanoico.



RESULTADOS Y DISCUSION

6.7.2 Albindsidos VI y VII

Mediante el anélisis de los espectros por RMN **C se logré determinar el niimero de
sefiales de carbonos anoméricos en la region comprendida entre dc 95-110, que indicaron el
nimero de monosacaridos que se encuentran constituyendo al nucleo oligosacarido. Asi
mismo, el experimento HSQC permitié identificar las sefiales de protones anomeéricos en el
espectro RMN *H. Al igual que para los albinésidos I-V, se analizaron las constantes de
acoplamiento para la identificaciéon de las unidades monosacéridas, con lo cual se
determind la presencia de dos unidades de p-quinovosa, una p-glucosa y una L-ramnosa
para el albinosido VI (6) y la presencia de tres unidades de p-quinovosa y una L-ramnosa
para el albindsido VII (7).34%

La presencia de las metilpentosas se corrobord con los dobletes localizados entre dy
1.4-1.6 asignables a los metilos de tres unidades de metilpentosa en 6, y de cuatro para 7.
Posteriormente se recurrié al uso de las técnicas bidimensionales *H-'H (COSY y TOCSY)
para la asignacion de las sefiales restantes de cada uno de los metinos en cada

monosacarido.
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Figura 35. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) del albinésido V1 (6)
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Figura 36. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) del albinésido V11 (7)
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Figura 37. Espectro HSQC del albinésido VI (6). Correlaciones (*Jc.) observadas en la
region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui'= quinovosa intermedia, Glu=

glucosa, Ram = ramnosa intermedia.
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Figura 38. Espectro HSQC del albinésido V11 (7). Correlaciones (*Jc.1) observadas en la

region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Qui’'= quinovosa intermedia, Qui”’=
quinovosa terminal, Ram = ramnosa intermedia.
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Figura 39. Espectro *H-'H COSY para la regién oligosacarida del albinésido VI (6).
Correlaciones (3Ju.1): Qui’ (Q')= quinovosa intermedia. Abreviaciones: Q'1.2; Qui’ Hi-Hs,
Q'2-3; QUI" Ha-Hs, Q'3.4; QUi H3-Hg, Q'4.5; QUi Hg-Hs.
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Figura 40. Espectro TOCSY para la region oligosacarida del albinosido VI (6).
Abreviaciones: Qui= quinovosa, Glu= glucosa, Qui'= quinovosa intermedia, Ram=
ramnosa intermedia.

La asignacién de los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a
los protones oligosacaridos se llevé a cabo mediante la técnica heteronuclear HSQC **C-'H
Men).

Con la técnica HMBC se procedio a la determinacion de las correlaciones a tres
enlaces de distancia (*Jc.n) para el establecimiento de las secuencias de glicosidacién. Por
tanto, la secuencia de azlcares en el nicleo oligosacarido del albindsido VI se establecio de
la siguiente manera: la primera unidad sacarida del nucleo glicosidico corresponde a la
guinovosa que se encuentra enlazada a la posicion Cy; de la aglicona, Qui H; (o 4.77
ppm)/Conv Ci; (dc 81.4 ppm); la segunda unidad corresponde a una glucosa (Glu) que se
encuentra enlazada a la posicion H, de la quinovosa, Qui H, (o4 4.30 ppm)/Glu C; (dc
102.4 ppm); la tercera unidad sacarida corresponde a una quinovosa (Qui’) enlazada a la
posicion Hg de la segunda unidad monosacéarida (Glu), Glu Hg (o4 4.12 ppm)/Qui’ C; (¢
101.3 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad de ramnosa
intermedia enlazada a la posicion H; de la segunda unidad de azlcar (Glu), Ram H; (J4 5.85
ppm)/Gluc C; (6c 79.3 ppm). La figura 41 muestra una expansion del espectro HMBC del

albinésido VI que ejemplifica la determinacion de la secuencia oligosacarida.
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Figura 41. Espectro HMBC del albinésido VI (6). Correlaciones *Jc., para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.
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Para el albindsido VII, la secuencia de glicosidacion se establecié de la siguiente

manera: la primera unidad sacarida del nacleo oligosacarido corresponde a la quinovosa ya

que se encuentra enlazada a la posicion Ci; de la aglicona, Qui H; (oy 4.78 ppm)/Conv Cyy

(6c 82.4 ppm); la segunda unidad corresponde a otra unidad quinovosa (Qui’) que se

encuentra enlazada a la posicién H, de la quinovosa, Qui H; (64 4.28 ppm)/Qui’ C; (dc

102.6 ppm); la tercera unidad sacérida corresponde a una tercera quinovosa (Qui'’)

enlazada a la posicion Hs de la segunda unidad monosacarida (Qui’), Qui’ Hz (dy 4.03

ppm)/Qui”’ Cy (dc 101.4 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad

de ramnosa intermedia enlazada a la posicion H, de la segunda unidad de azucar (Qui’),

Ram Hi(dn 5.83 ppm)/ Qui’ C, (dc 78.8 ppm). La figura 42 muestra una expansion del

espectro HMBC del albinésido VII que ejemplifica la determinacion de la secuencia

oligosacarida.
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Figura 42. Espectro HMBC del albinésido V11 (7). Correlaciones *Jc., para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.

Al igual que en los casos anteriores, se identificaron los &cidos de cadena corta
mediante los espectros de RMN *H, RMN C y espectrometria de masas como los &cidos
acetico y (2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoico (nilico). La posicion de lactonizacion de la
macrolactona en los compuestos 6 y 7 correspondio a la posicion C, de la tercera unidad
monosacarida (Qui’ y Qui’’, respectivamente) y se establecié mediante las correlaciones C-
H a tres enlaces de distancia mediante el espectro HMBC.

El analisis de las interacciones *C-'H a dos enlaces de distancia entre el carbono de
los grupos carbonilo y los protones H, de cada sustituyente mediante el espectro HMBC
permitié identificar a cada uno de los carbonilos. Las posiciones de esterificacion se
determinaron a partir de las correlaciones (*Jc.n) entre los carbonos del carbonilo de cada
uno de los acidos con las sefiales protonicas geminales a estos grupos, siendo para los
albinésidos VI y VII, en el C3 de las terceras unidades monosacaridas (Qui’ y Qui”
respectivamente) esterificadas por el residuo de niloilo, y en el C, de las unidades

monosacéridas intermedias (Ram) aciladas por el éster acetilo. (Figuras 43-44).
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Figura 43. Espectro HMBC del albindsido VI (6). Correlaciones (*Je) para la
determinacion de las posiciones de esterificacion. Abreviaciones: ace = acetilo, nla =
niloilo, conv = 11-hidroxitetradecanoilo.
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En cuanto al espectro de masas para el albindsido VI (6), se observé un ion
pseudomolecular m/z 967 [M — H], correspondiente a una formula molecular de
C4s5H75022, mientras que para el albindsido VII (7) el ion pseudomolecular correspondi6 a
m/z 951 [M — H] para una formula molecular de C4sH7502;. Los fragmentos m/z 867 y m/z
825 [867 — 42 (C,H,0)] para 6 (Figura 45), correspondieron a las pérdidas de los residuos
de niloilo y acetilo respectivamente. Para 7 (Figura 46), el fragmento m/z 851 correspondi6
a la pérdida inicial del residuo de niloilo y el fragmento m/z 809 [851 — 42 (C,H,0)] a la
pérdida de un residuo acetilo. También se pueden observar las pérdidas correspondientes a
tres metilpentosas y una hexosa para 6, mientras que para 7, se registraron las pérdidas de

cuatro metilpentosas.
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Figura 45. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albindsido VI
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Figura 46. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido VII
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6.7.3 Albindsidos VII1y X

Los albindsidos VIII y X son tetrasacaridos cuyo nicleo oligosacérido esta
constituido por una unidad de p-quinovosa, p-glucosa, L-ramnosa y p-fucosa. El analisis de
los espectros por RMN *3C permitié determinar cuatro sefiales correspondientes a los
carbonos anoméricos en la regién comprendida entre oc 95-110, asi mismo, el experimento
HSQC permitié una correlacién C-H a un enlace de distancia (*Jcn) para identificar las
sefiales correspondientes a los protones anoméricos en el espectro RMN 'H. Ademas, se
analizaron las constantes de acoplamientos para la identificacion de las unidades
monosacaridas. Los tres dobletes localizados entre o4 1.4-1.6 correspondieron a los
metilos de las unidades de metilpentosa. Posteriormente, se recurrio al uso de las técnicas
bidimensionales en la RMN (*H-'H COSY y TOCSY) (Figuras 49-50).
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Figura 47. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido V11 (8)

78



RESULTADOS Y DISCUSION | 79

[~5500
[~5000
4500
[~4000
3500
[~3000
2500
[~2000

1500

1000

=500

AR i O g 0

500

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 48. Espectro de RMN C (100 MHz, CsDsN) del albinésido V111 (8)
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Figura 50. Espectro TOCSY para la region oligosacarida del albinosido VIII (8).
Abreviaciones: Qui= quinovosa, Glu= glucosa, Fuc= fucosa, Ram= ramnosa.

La asignacién de los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a
los protones oligosacaridos se llevé a cabo mediante la técnica heteronuclear HSQC **C-'H
(*Jc.+) (Figura 51).
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Figura 51. Espectro HSQC del albinésido V111 (8). Correlaciones (*Jc.) observadas en
la region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Fuc= fucosa, Glu= glucosa, Ram =
ramnosa.

Con la técnica HMBC se procedi6 a la determinacion de las correlaciones *C-'H a
tres enlaces de distancia ((Jc.n) para el establecimiento de las secuencias de glicosidacion.
Por tanto, la secuencia de azUcares en el nucleo oligosacarido para 8 y 10 se establecié de la
siguiente manera: la primera unidad sacarida del nlcleo oligosacarido corresponde a la
guinovosa ya que se encuentra enlazada a la posicién Cy; de la aglicona, Qui Hy (o4 4.75
ppm)/Conv Cy; (dc 173.3 ppm); la segunda unidad corresponde a una glucosa (Glu) que se
encuentra enlazada a la posicion H, de la quinovosa, Qui H, (o4 4.45 ppm)/Glu C; (dc
100.6 ppm); la tercera unidad sacarida corresponde a una ramnosa (Ram) enlazada a la
posicion H, de la segunda unidad monosacérida (Glu), Glu H, (64 4.21 ppm)/Ram C; (¢
99.8 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad de fucosa enlazada
a la posicion Hy de la tercera unidad de azucar (Ram), Ram Hy (dn 4.36 ppm)/Fuc C; (dc

107.1 ppm). La figura 52 muestra una expansion del espectro HMBC del albinésido VIII
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que ejemplifica la determinacién de la secuencia oligosacarida. También, se identificaron

los 4cidos de cadena corta mediante los espectros de RMN *H, RMN **C y espectrometria

de masas como residuos del &cido tiglico para ambos compuestos.
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Figura 52. Espectro HMBC del albinésido V111 (8). Correlaciones %Jc., para la

identificacion de la secuencia de glicosidacion.

La posicion de lactonizacion de la macrolactona para la aglicona correspondié a la

posicion C; de la segunda unidad monosacarida (Glu), mediante las correlaciones C-H a

tres enlaces de distancia mediante el espectro HMBC. El analisis de las interacciones **C-

'H a dos enlaces de distancia entre el carbono de los grupos carbonilo y los protones H, de

cada sustituyente mediante el espectro HMBC permitio identificar a cada uno de los

carbonilos. Las posiciones de esterificacion se determinaron a partir de las correlaciones

(*Jc.n) entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los cidos con las sefiales protonicas

geminales a estos grupos, siendo para los albinésidos VIl 'y X, en el C, de la tercera unidad

monosacéarida (Ram) y en el C,4 de la cuarta unidad monosacarida (Fuc) esterificadas por el

residuo de tigloilo (Figura 53).
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Figura 53. Espectro HMBC del albindsido VIII (8). Correlaciones (*Jc.n) para la
determinacion de las posiciones de esterificacion. Abreviaciones: tga= tigloilo, conv = 11-
hidroxitetradecanoilo.

En el espectro de masas se observo, para el albinosido VIII (8), un ion
pseudomolecular m/z 989 [M — H] ", correspondiente con la férmula molecular C4sH77021,
en contraste con el ion pseudomolecular m/z 1017 [M — H] con una férmula molecular
CsoHs1021 para el albindsido X (10). Las pérdidas iniciales de los residuos de tigloilo
lograron la generacion de los fragmentos m/z 907 y m/z 825 para 8 (Figura 54), y de m/z
935 y m/z 853 para 10 (Figura 55). De esta manera, se identifico que la diferencia entre
estos dos compuestos correspondia a la aglicona que establece la macrolactonizacion
puesto que para el compuesto 8 el fragmento m/z 243 confirmé la presencia del acido 11S-
hidroxitetradecanoico (convolvulinélico) y para el compuesto 10 el fragmento m/z 271 la

presencia del acido 11S-hidroxihexadecanoico (jalapinolico).
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Figura 54. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido VIII
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Figura 55. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albindsido X
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6.7.4 Albindsidos 1Xy XI

Los albindsidos IX y XI son tetrasacaridos constituidos por un nucleo oligosacérido
formado por una unidad de p-quinovosa, dos unidades de r-ramnosa y una unidad de b-
fucosa. El analisis de los espectros por RMN *3C permiti6 determinar cuatro sefiales de
carbonos anoméricos en la regién comprendida entre oc 95-110, asi mismo, el experimento
HSQC (*Jcn) permitio identificar las sefiales correspondientes a los protones anoméricos en
el espectro RMN *H. Los cuatro dobletes localizados entre dy 1.4-1.6 correspondieron a los
metilos de las unidades de metilpentosa. Como en los casos anteriores, se recurri6 al uso de
las técnicas bidimensionales en la RMN (*H-'H COSY y TOCSY) (Figuras 58-59).
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Figura 56. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido X1 (11)
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Figura 57 Espectro de RMN **C (100 MHz, CsDsN) del albinésido X1 (11)
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Figura 58. Espectro *H-'H COSY para la region oligosacarida del albinésido X1 (11).

Correlaciones (*Ju.n): Ram’(R’) = ramnosa terminal. Abreviaciones: R’1.,; Ram’ Hi-Hs,

R'z.g; Ram’ Hz-Hg, R'3-4; Ram’ H3-H4, R’4-5; Ram’ H4-H5.
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Figura 59. Espectro TOCSY para la region oligosacarida del albindsido XI (11).
Abreviaciones: Qui= quinovosa, Fuc= fucosa, Ram= ramnosa, Ram’= ramnosa terminal

La asignacién de los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a

los protones oligosacaridos se llevé a cabo mediante la técnica heteronuclear HSQC **C-'H

Men).
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Figura 60. Espectro HSQC del albinésido X1 (11). Correlaciones (*Jc.+) observadas en la
region anomérica. Abreviaciones: Qui= quinovosa, Fuc= fucosa, Glu= glucosa, Ram =
ramnosa.

Con la técnica HMBC se procedid a la determinacion de las correlaciones **C-'H a
tres enlaces de distancia (*Jc.u;) para el establecimiento de las secuencias de glicosidacion.
Por tanto, la secuencia de azUcares en el nucleo oligosacarido para 9 y 11 se establecié de la
siguiente manera: la primera unidad sacarida del nlcleo oligosacarido corresponde a la
guinovosa ya que se encuentra enlazada a la posicién Cy; de la aglicona, Qui Hy (o4 4.75
ppm)/Conv Ci1 (dc 172.9 ppm); la segunda unidad corresponde a una ramnosa (Ram) que
se encuentra enlazada a la posicién H, de la quinovosa, Qui H, (o 4.45 ppm)/Ram C; (dc
100.2 ppm); la tercera unidad sacarida corresponde a una fucosa (Fuc) enlazada a la
posicion Hy de la segunda unidad monosacarida (Ram), Ram Hy (6n 4.33 ppm)/Fuc C; (¢
106.9 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido corresponde a una unidad de ramnosa
enlazada a la posicién H; de la tercera unidad de azucar (Fuc), Fuc Hs (dn 4.25 ppm)/Ram'
Ci(dc 99.8 ppm). La figura 61 muestra una expansion del espectro HMBC del albindsido

X1 que ejemplifica la determinacion de la secuencia oligosacarida.

1 (ppm)
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Figura 61. Espectro HMBC del albinésido X1 (11). Correlaciones ®Jc.y, para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.

También, la identificacion de los acidos de cadena corta que esterifican al nucleo
oligosacarido se realizd mediante los espectros de RMN *H y **C, al igual que la
espectrometria de masas, caracterizando para ambos compuestos la presencia de residuos
del &cido tiglico. La posicion de lactonizacion de la macrolactona correspondio a la
posicion Cz de la segunda unidad monosacarida (Ram'’), mediante las correlaciones C-H a
tres enlaces de distancia mediante el espectro HMBC. Las posiciones de esterificacion se
determinaron a partir de las correlaciones (*Jc.n) entre los carbonos del carbonilo de cada
uno de los &cidos con las sefiales protdnicas geminales a estos grupos, siendo para los
albindsidos IX y X, en el C,4 de la tercera unidad monosacarida (Fuc) y en el C, de la cuarta

unidad monosacarida (Ram') y esterificadas por el residuo de tigloilo (Figura 62).
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Figura 62. Espectro HMBC del albinésido XI (11). Correlaciones (*Jc) para la
determinacion de las posiciones de esterificacion. Abreviaciones: tga= tigloilo, jal = 11-
hidroxihexadecanoilo.

Para el albinosido IX (9), el espectro de masas indico un ion pseudomolecular m/z
975 [M — H] , correspondiente a una férmula molecular de C4sH75020, mientras que para el
albinésido X1 (11) el ion pseudomolecular correspondié a m/z 1001 [M — H] para una
formula molecular de CsoHgyO2. Las pérdidas iniciales de los residuos de tigloilo se
observaron por la presencia de los fragmentos m/z 891 y m/z 809 para 9 (Figura 63), m/z
919 y m/z 837 para 11 (Figura 64). El resto de los fragmentos son caracteristicos de las
rupturas glicosidicas; al igual que en el caso anterior, la diferencia radica en la longitud de

la cadena hidrocarbonada de la aglicona presente en cada uno de los compuestos.
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Figura 63. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albinésido 1X
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Figura 64. Espectro de masas FAB (modo negativo) del albindsido XI

En los Cuadros 13 y 14 se enumeran las constantes espectroscépicas en la RMN *H

y 3C para los albindsidos VI-XI.
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Cuadro 13. Datos espectroscopicos en la RMN *H para los albinésidos VI-XI (6-11)°

Protén” Albinésido VI (6) Albinésido VII (7) Albinésido VII1I (8) Albinésido IX (9) | Albinésido X (10) | Albinésido X1 (11)
Qui-1 | 4.77d(7.0) 4.78d (8.0) 4.75d (8.0) 477d(7.6) 476 d (7.6) 475d (7.6)

2 4.31dd (8.8,7.0) 4.28 dd (8.8,8.0) 4.45 dd (9.2,8.0) 444dd (9.2,7.6) |4.44dd(8.8,7.6) |4.45t (8.8,7.6)
3 4.13dd (8.8, 8.8) 4.28 dd(8.8,8.0) 4.27 m* 4.33dd (9.2,9.2) 4.28dd (9.2,9.2) 4.331 (9.6, 9.6)
4 3.76 dd (8.8, 8.0) 3.62 m* 3.70 dd (9.6, 9.0) 3.63dd (9.6, 9.0) 3.85dd (9.2,9.0) 3.65dd (10.8,9.6)
5 3.68dq (8.8, 5.6) 3.66 dq (9.1,5.8) 3.54dq (9.2,6.0) 3.67dq (9.2,6.0) 3.63dq(9.0,6.0) 3.67 dq (9.6,6.0)
6 1.46d (6.0) 1.62d(6.5) 1.58d (5.6) 1.59d (5.6) 1.59d (5.6) 161d(5.2)
Glu-1 5.75d (7.6) 5.98d (7.6) 5.99d (6.8)

2 4111 (8.0) 4.21dd (9.2,7.6) 4.21dd (9.2,7.6)

3 3.87 m* 5.82.dd (9.2,8.8) 5.84 dd (9.2,8.8)

4 3.67 dd (9.6,8.0) 4.44dd (9.2,9.2) 4.50 dd (9.6,8.8)

5 3.78 ddd (9.2, 4.0, 2.4) 3.84dd (9.2,6.0) 3.86 dd (9.2,6.0)

6a 4.14m* 4.25dd (10.0, 6.4) 4.26 dd (9.2,6.4)

6b 4.36dd (12.4,2.8) 4.25dd (10.0, 2.4) 4.26 dd (9.2,3.0)

Qui-1 | 5.07d(7.6) 5.64 d (8.0)

2 5.66 dd (8.0, 7.6) 4.05dd (9.0,8.0)

3 5.66 dd (8.0, 8.0) 4.05t(9.0)

4 4.33dd (8.8, 8.0) 3.49 m*

5 3.64 dq (8.8, 6.0) 3.69dq (9.2,5.8)

6 1.59d (6.4) 1.44d(5.8)

Qui"-1 5.04 d (8.0)

2 5.66 dd (8.0,7.5)

3 5.66 dd (8.0,7.5)

4 3.67m*

5 3.49dq (9.1,6.1)

6 1.47d (6.1)

Ram-1 | 5.8d(1.2) 5.83 brs 5.67 brs 5.89 brs 5.67 brs 5.88 brs

2 4.64 brs 4.62 brs 5.88 m* 4.79.dd (3.6,2.4) 5.88d(1.6) 4.80 dd (3.6, 2.0)
3 4.78 dd (8.8,3.2) 4.75dd (8.0,2.4) 4.81dd (9.2,3.0) 5.76 m* 4.23dd (9.2,3.0) 5.751(8.8)

4 5.871t(9.6) 5.86t (8.0) 4.36 dd (9.2,8.8) 4.32dd (9.6,9.2) 4.34dd (9.6,8.8) 4.33dd (9.6,9.2)
5 5.21 dqg (10.0, 6.0) 5.19-5.23 m* 4.78 dq (8.8,6.4) 4.83dq (9.6,6.4) 4.78 dq (8.8,6.4) 4.84 dq (9.6,5.6)
6 1.62d(6.4) 1.60d(6.1) 1.92d(6.4) 1.92d(6.4) 1.92d (6.0) 1.93d(6.0)
Ram'-1 5.64 brs 5.64 brs

2 5.88dd (3.2,2.4) 5.88.dd (3.0,2.4)
3 4.15 m* 4.34dd (9.2,3.6)
4 3.66 dd (9.2,8.8) 3.68dd (9.2,9.2)
5 3.86dq (9.2,6.0) 3.85dq (9.2,5.6)
6 1.49d (6.0) 1.49d (6.0)
Fuc-1 5.28d (7.6) 5.29d(7.6) 5.29d(7.6) 5.30d(7.6)

2 4.34dd (9.2, 7.6) 4.33dd (9.2,7.6) 4.32.dd (9.2,7.6) 4.33dd (9.6,7.6)
3 4.23dd (9.2, 3.5) 4.25dd (9.2,3.5) 4.31dd (9.2,3.0) 4.25dd (9.2,3.5)
4 5.65d(3.5) 5.63 brs 5.64.d (3.0) 5.64 brs

5 3.95q(6.0) 3.93q(6.0) 3.92q(6.0) 3.93q(6.4)

6 1.31d(6.4) 1.32d (5.6) 1.31d(6.4) 1.31d(6.4)
conv 2a | 2.75 m* 2.74-2.75 m* 2.83 ddd (10.4, 7.6, 2.0) 2.82.dd (9.2, 6.8)

2b 2.44ddd (9.2,7.6,3.2) 2.43dd (9.2, 8.8)

11 3.87 m* 3.78-3.80 m* 3.85m* 3.79-3.82 m*

16 0.92t(7.2) 0.93t(7.3) 0.881(7.2) 0.90t(7.0)

jal- 2a 2.84dd (9.2,7.2) 2.88 dd (10.4, 6.0)
2b 2.43dd (9.0, 8.0) 2.43dd (9.9, 8.8)
11 3.80-3.86 m* 3.82-3.88 m*

16 0.861(6.8) 0.851(6.8)

ace-2 2.05 brs 2.06 brs

nla-2 2.83dq(7.2,6.8) 2.79dq (7.2,7.1)

3 4.14 m* 4.26-4.30 m*

4 1.34d(6.4) 1.33d(6.2)

5 124d(7.2) 1.24d(7.0)

tga-2 6.97 dq (6.2, 1.6) 6.99 dq (6.2, 1.6) 6.99 dq (8.0, 1.6) 6.99dq (7.2, 1.6)
3 146d(7.2) 1.49d (6.0) 1.49d (6.8) 1.49d (6.0)

5 1.79 brs 1.85 brs 1.81 brs 1.81 brs

tga'-2 7.12dq (7.2, 1.2) 7.13dq (7.2,1.2) |7.12dq(8.4,1.2) |7.13dq(8.0,1.2)
3 1.49d(7.2) 147d(7.2) 1.46d(7.2) 1.45d(7.2)

5 1.82 brs 1.87 brs 1.86 brs 1.86 brs

®Datos registrados a 400 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al TMS. Las constantes de
acoplamiento se encuentran en paréntesis y estin expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos marcados con un asterisco (*) indican
seflales sobrepuestas. s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial maltiple. Todas las asignaciones se
basaron en experimentos de correlacién homonuclear *H-'H (COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-*C (HMQC, HMBC). "Abreviaciones:
TMS = tetrametilsilano, qui = quinovosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, conv= 11-hidroxitetradecanoilo, jal = 11-hidroxihexadecanoilo,
ace= acetilo, nla = niloilo, tga = tigloilo.
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Cuadro 14. Datos espectroscopicos en la RMN **C para los albinésidos VI-XI (6-11)°

Carbono” | Albinésido VI (8) | Albindsido VII (7) | Albinésido V111 (8) | Albinésido IX (9) | Albinésido X (10) Albinésido X1 (11)
Qui-l 1014 103.7 103.2 103.2 103.2 103.01
2 69.8 69.5 775 771 775 76.8
3 85.7 79.6 79.3 79.6 79.6 79.4
4 78.2 775 77.8 78.0 7.7 7.7
5 77.9 72.7 73.4 73.2 73.4 72.9
6 185 18.9 19.5 19.7 19.2 19.1
Glu-1 102.6 100.6 100.6

2 79.1 79.6 79.6

3 70.6 80.1 79.9

4 75.2 70.4 705

5 775 77.9 77.8

6a 63.2 62.5 62.6

6b

Quit-1 104.4 101.8

2 72.3 78.9

3 76.5 86.9

4 80.3 748

5 73.9 74.9

6 19.2 18.8

Qui"-1 100.9

2 72.4

3 76.1

4 72.6

5 72.3

6 18.0

Ram-1 102.3 101.7 99.8 100.4 99.8 100.2
2 72.9 72.5 74.3 70.7 73.4 70.5
3 711 70.7 78.1 79.7 816 79.5
4 77.0 76.8 86.2 86.1 86.2 85.9
5 67.6 67.2 68.9 68.9 68.8 68.6
6 19.0 18.7 19.9 19.3 195 19.3
Ram'-1 99.9 99.8
2 74.3 73.9
3 81.9 79.4
4 75.9 75.6
5 72.6 72.3
6 18.8 186
Fuc-1 107.1 107.1 107.1 106.9
2 745 74.2 74.2 73.7
3 79.9 80.9 79.9 81.7
4 75.1 74.9 75.1 74.7
5 71.0 70.9 70.4 70.7
6 17.9 177 177 174
conv -1 174.6 1743 1733 1732

2a 34.3 48.9 35.4 35.2

1 82.1 81.3 81.1 81.7

14 15.3 14.3 15.2 14.8

jal-1 1733 172.9
2 35.4 35.6
1 81.6 80.9
14 147 147
ace-1 1717 171.3

2 21.9 213

nla-1 175.7 175.2

2 495 49.0

3 69.1 69.3

4 21.4 217

5 13.9 14.8

tga-1 168.2 168.2 168.1 167.9
2 138.4 138.3 138.4 138.0
3 14.8 14.9 14.9 14.6
5 13.1 13.1 13.1 127
tga™-1 168.8 168.9 168.8 168.6
2 138.7 138.8 138.8 1385
3 14.9 15.1 14.8 145
5 13.1 13.0 13.1 127

®Datos registrados a 100 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al TMS. Las asignaciones se
basaron en los experimentos HSQC. "Abreviaciones: qui= quinovosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, conv= 11-hidroxitetradecanoilo, jal

= 11-hidroxihexadecanoilo, ace= acetilo, nla = niloilo, tga = tigloilo.
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De acuerdo al analisis de los espectros por RMN y espectrometria de masas de los
compuestos 6-11, se propusieron las siguientes estructuras quimicas para los albindsidos
VI-XI:

Albinésido VI (6)

Qui'
H;C
o
gH o &V
o HO 3
O
;ﬁs"ﬁ&f Ram
o
HO  oH

Ester intramolecular 1,2"""-11-0-4-0O-(acetil)-a- L. -ramnopiranosil-(1—2)-O-[3-O-(niloil)-
6-deoxi-f- o -glucopiranosil-(1—6)]-O-4- o -glucopiranosil-(1—2) -6-deoxi-f- o -

glucopiranosido del acido (11S)-hidroxitetradecanoico.

Albinésido VII (7)

Ester intramolecular 1,2'""-11-0-4-O-(acetil)-a- L -ramnopiranosil-(1—2)-0-[3-O-(niloil)-
6-deoxi-f- o -glucopiranosil-(1—3)]-0O-6-deoxi-f- o -glucopiranosil - (1—2) -6-deoxi-f- b

-glucopirandsido del &cido (11S)-hidroxitetradecanoico.
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Albinésido V111 (8)

Ester intramolecular 1,3""-11-0-4-O-(tigloil)- - o -fucopiranosil - (1—4)-O-[2-O-(tigloil)-
a- L -ramnopiranosil-(1—2)]-O-4- o -glucopiranosil-(1—2)-6-deoxi- - b -glucopirandsido

del acido (11S)-hidroxitetradecanoico.

Albinésido 1X (9)

Ester intramolecular 1,3'"-11-O-[2-O-(tigloil)- a- L -ramnopiranosil-(1—3)]-O-[4-O-
(tigloil)- p- o -fucopiranosil-(1—4)]-O- a- L -ramnopiranosil - (1—2)-6-deoxi-f- o -

glucopirandsido del acido (11S)-hidroxitetradecanoico.
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Albinésido X (10)

Ester intramolecular 1,3""-11-0-4-O-(tigloil)- - o -fucopiranosil - (1—4)-O-[2-O-(tigloil)-
a- L -ramnopiranosil-(1—2)]-O-4- o -glucopiranosil-(1—2)-6-deoxi- - o -glucopiranosido

del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Albinésido X1 (11)

Ester intramolecular 1,3'"-11-O-[2-O-(tigloil)- a- L -ramnopiranosil-(1—3)]-O-[4-O-
(tigloil)- p- o -fucopiranosil-(1—4)]-O- a- L -ramnopiranosil - (1—2)-6-deoxi-f- o -

glucopirandsido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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6.8 Ensayos de citotoxicidad y de modulacion de la multifarmaco resistencia

En los ensayos de citotoxicidad para todos los oligosacéridos probados, se
identificaron aquellos compuestos no citotoxicos (Clso >25 pg/mL) que, posteriormente, se

evaluaron como inhibidores de las bombas de eflujo en las células resistentes (Cuadro 15).

Cuadro 15. Citotoxidad de los albinosidos I-XI

Clso (ng/mL)

Clave Compuesto MCF7sens  MCF-7/Vinm  MCF-7/Vin*
IA-1 Albindsido 1 >25 >25 >25
I1A-8 Albinésido 11 >25 >25 >25
1A-10 Albindsido 111 12.02+1.1 24.27 +£0.08 24.63 +£0.11
1A-3 Albinésido IV >25 >25 >25
IA-5 Albinésido V >25 >25 >25
1A-2 Albinosido VI >25 >25 >25
1A-4 Albinosido VII >25 >25 >25
1A-6 Albinosido VIII 154104 >25 >25
1A-7 Albinosido I1X >25 >25 >25
1A-9 Albinogsido X 3.12 £ 0.05 1419+16 13.24+19
1A-11 Albinosido XI 1.5+0.3 43+0.7 4814

control vinblastina 0.047 £0.01 1.02 +0.18 1.22 +0.14
#Cada valor representa la media + D.E. de tres experimentos independientes

La ausencia de citotoxicidad (Clsp < 4 pg/mL) es un requisito importante e
indispensable para realizar los ensayos de modulacion y distinguir claramente cualquier
efecto de potenciacion (por inhibicion de las bombas de eflujo) de un posible sinergismo

18,22

entre un compuesto activo y la vinblastina, por lo que se considera como el principal

criterio de seleccion para ensayos posteriores.

Se realizaron ensayos preliminares de modulacion de los glicolipidos aislados sobre
la linea resistente MCF-7/Vin'®2 En estos ensayos se observé un incremento en la
susceptibilidad de las células a la vinblastina desde 1 a >2140 veces (Cuadro 16). La
reversion de la multifarmaco resistencia en células de cancer de mama resistentes a

vinblastina demostré que el albindsido 111 (3) y el albindsido X (10) ejercen una fuerte
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potenciacion de la susceptibilidad a la vinblastina con un factor de reversion (RF) de méas
de 2140 a una concentracion de 25 ug/mL (Figura 65). Esta actividad es similar a la
descrita previamente para la murucoidina V>® y la purgina 11,'° los cuales resultaron
positivos como agentes de reversion de la resistencia. El albindsido VII (7) desarrollé un
RF de 190.3 y, por lo tanto, se considera con una excelente capacidad de potenciacion ya
que es aproximadamente 20 veces superior a la desarrollada por el compuesto control, la
reserpina. Los albindsidos I, 11 V y VI mostraron una moderada actividad, siendo para 1
(RF 3.1), 2 (RF 2.6), 5 (RF 2.3) y 6 (RF 2.1), mientras que el albindsido I1X (9) (RF 1.7)
mostré una baja actividad. Los albindsidos IV (4) y VIII (8) no mostraron actividad
moduladora de la multifarmaco resistencia. La reversion observada para el albinosido XI
(RF 351.3) se puede considerar como un sinergismo de tipo aditivo, y no de modulacién, ya

que este compuesto es citotoxico.

CNCNE D@ oy .

1 5
| 2
% B W DD 0.4
e VB Y o .
@@0@/“%)@33 0016?
@@@@@“@@93 0.0032
@ 6 ﬁ.w @ < g ‘ a ] 0.00064
L . J . T Y — . )
3 3 Res Vin
25 pg/mL 5 pug/mL 5 pg/mL

Figura 65. Ensayo de modulacion de la vinblastina con el albinésido 111 (3) (25 y 5
pg/mL) contra MCF-7/Vin®. Abreviaciones: Res, reserpina como control positivo (5
ug/mL); Vin, vinblastina.
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Cuadro 16. Modulacion de la citoxicidad de la vinblastina en células sensibles y
resistentes a vinblastina por los albindsidos de prueba

Clso (ug/mL) Factor de reversion®

compuesto®  MCF-7/Vin MCF-7/Vin* MCF-7 sens RFwmcr-71vin RFmce-71vint RFMCE-7 sens
vinblastina 1.08 £0.06 1.37+£0.23 0.047 £0.01

1 0.26 £0.002 0.44 +£0.03 0.022 £ 0.05 4.2 3.1 21
2 0.84 £0.082 0.54 +0.061 0.025 + 0.002 13 2.6 19
3 <0.00064 <0.00064 <0.00064 >1687.5 >2140.6 >73.4
4 0.0008 + 0.0003 >25 0.015+0.12 1350 - 31
5 0.0048 +0.002 0.59+0.43 0.0017 £0.001 225 2.3 27.6
6 1.28+0.15 0.64 +0.29 0.012 +0.006 0.8 2.1 39
7 0.0036 + 0.01 0.0072 +0.13 0.0015 +0.01 300 190.3 313
8 0.25+0.03 >25 <0.00064 4.3 - >73.4
9 0.98+0.16 0.79 £0.098 0.015 +0.02 11 17 3.1
10 <0.00064 <0.00064 <0.00064 >1687.5 >2140.6 >73.4
11 <0.00064 0.0039 +0.001 <0.00064 >1687.5 351.3 >73.4
reserpinab 0.037 £0.01 0.31+0.19 0.003 £ 0.001 29.2 4.4 15.7

# Diluciones seriadas desde 0.00064 a 10 pg/mL de vinblastina en presencia o ausencia de glicolipido (25
pg/mL), ® Reserpina = 5 pg/mL como control positivo, ¢ RF = Cls, Vinblastina/ Cls, Vinblastina en presencia
de glicolipido. Cada valor representa la media + D.E. de tres experimentos independientes.

En términos de la relacion entre la estructura quimica y la actividad moduladora no
especifica, se determind que ni el tamafio de la macrolactona, ni el largo de la cadena
oligosacéarida o azucares que la conforman, ni el tipo y posicion de acilacion del nucleo
sacarido fueron cruciales para la potenciacion de la actividad. Por lo tanto, las resinas
glicosidicas pueden considerarse como compuestos inespecificos en su accién, desde un
punto de vista estructural, debido a que pueden presentar actividades biolégicas similares

como la citotoxicidad y modulacién con estructuras distintas.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron once glicolipidos novedosos a partir de las semillas de la especie
Ipomoea alba, los albindsidos I-XI (1-11), siendo las principales diferencias entre
ellos: a) el tipo de aglicona que forma la macrolactona (el é&cido 11S-
hidroxitetradecanoico o el &cido 11S-hidroxihexadecanoico); b) las posiciones de
esterificacion para los residuos de acetilo, niloilo y tigloilo, c) las posiciones de

lactonizacion de la aglicona.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia, como meétodo de separacion y
purificacion de los oligosacaridos individuales, representd una poderosa herramienta
para lograr la resolucion de la mezcla compleja de resinas glicosidicas aisladas del

extracto cloroférmico de la especie en estudio.

Las técnicas espectroscopicas, como la resonancia magnética nuclear y
espectrometricas, como la espectrometria de masas, constituyen una herramienta
esencial para la caracterizacion de las estructuras moleculares de los glicolipidos.
Ademas, el empleo de técnicas degradativas como la hidrolisis alcalina y la hidrolisis
acida fueron utiles para la identificacion de los acidos glicosidicos mayoritarios y de

los residuos acilantes.

Se encontraron dos albindsidos, los albindsidos Il y X, extremedamente potentes
como inhibididores de la multifarmaco resistencia, con lo cual este tipo de productos
naturales representan una clase prometedora de novedosos prototipos mas seguros y
eficaces para la inhibicion de las bombas de eflujo para vencer la resistencia adquirida
a los agentes antineoplasicos de uso comun en la clinica, disminuyendo sus dosis

terapéuticas efectivas y, por lo tanto, los efectos tdxicos indeseables.
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Figura V. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido 111 (3)
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Figura XV. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido V111 (8)
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Figura XV1. Espectro de RMN **C (100 MHz, CsDsN) del albinésido V111 (8)
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ESPECTROS

Figura XV11. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido 1X (9)
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Figura XV1I1. Espectro de RMN *C (100 MHz, CsDsN) del albinésido 1X (9)
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ESPECTROS

Figura X1X. Espectro de RMN *H (400 MHz, CsDsN) del albinésido X (10)
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Figura XX. Espectro de RMN **C (100 MHz, CsDsN) del albindsido X (10)

116



ESPECTROS | 117

_—

TN LY

T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

T T T T T T
5 3.0 25 20 15 10 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura XXI. Espectro de RMN "H (400 MHz, CsDsN) del albindsido X1 (11)
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Figura XX11. Espectro de RMN **C (100 MHz, CsDsN) del albinésido X1 (11)
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