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1. INTRODUCCION.

El uso de productos naturales con fines terapéuticos ha tenido lugar de manera
simultanea con el desarrollo de las civilizaciones. A pesar de la carencia de sustento
cientifico de estos tratamientos, su uso ha sido respaldado por el conocimiento
etnomédico. La busqueda de moléculas potencialmente activas en la terapéutica actual se
basa en los datos etnofarmacolégicos que se fundamentan en uso de la medicina
tradicional a partir de productos naturales, aumentando de esta forma el proceso de
descubrimiento de farmacos y acelerando la identificacion de nuevas terapias (Buenz et

al., 2018).

El género Ipomoea se ha utilizado desde tiempos inmemorables para diferentes fines que
puden ser nutricionales (Ipomoea batatas), medicinales (. purga), de caracter ritual (/.
violacea) y agricolas (I. tricolor). El uso etnomédico de estas plantas estd respaldado por
numerosos estudios quimicos (Pereda-Miranda y Bah, 2003; Pereda-Miranda et. al.,,
2010); por ejemplo, la actividad purgante y citotdxica esta asociada con la presencia de
resinas glicosidicas en sus partes aéreas y raices, en tanto que la actividad alucinégena de
algunas especies se debe a la presencia de alcaloides derivados del acido lisérgico

principalmente en las semillas (Dalé y Moussatché, 1978; Taber et al., 1963).

Las raices purgativas originarias de Brasil, Ilamadas cominmente como “batata de purga”
ganaron una rapida y amplia aceptaciéon en las practicas médicas del imperio colonial
portugués debido a sus efectos purgantes mas leves. Los colonizadores de Suramérica le
otorgaron el nombre de “jalapa de Brasil” en reconocimiento de sus importantes
beneficios terapéuticos, similares a los de la raiz mexicana de Jalapa (I. purga) (Pereda-

Miranda et al., 2006).

En la presente disertacion, se describe el estudio quimico de la raiz comercial de la jalapa
brasilefia, a través del aislamiento mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
“HPLC” (por sus siglas en inglés) y la caracterizacidn estructural de los acidos glicosidicos

mayoritarios presentes en el extracto de diclorometano-etanol (1:1).



2. ANTECEDENTES.
2.1 La familia Convolvulaceae.

Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulaceae representa una de las mas grandes
y diversas, estimandose alrededor de 55 géneros y 1650 especies. Su nombre proviene del
latin convolvo que significa entrelazarse, refiriéndose a la forma de su crecimiento
caracteristico en forma de enredaderas que se enroscan a un soporte (Figura 1) (Pereda-
Miranda et al., 2010). Son plantas de distribucion cosmopolita, especialmente en las
regiones de clima tropical y subtropical de Asia y América, los géneros mas significativos
de esta familia son Ipomoea, Convolvulus, Exogonium y Operculina (Eich, 2008; Pereda-

Miranda y Bah, 2003).

Figura 1. Forma de crecimiento de las convolvulaceas.

Una de las caracteristicas anatdmicas mas notables de esta familia es la presencia de
células secretoras de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y en las raices de la planta.
Estas resinas son un marcador quimiotaxondmico de esta familia (Wagner, 1973). Dichas
resinas ejercen su accién purgante de utilidad en la medicina tradicional (Pereda-Miranda
y Bah, 2003). Muchas de estas especies se encuentran mencionadas en numerosas
farmacopeas y forman parte de remedios comerciales (Davidow, 1999), incluso son
consideradas dentro del reino vegetal como una de las familias que mejor representa las
propiedades medicinales purgantes y alucindgenas (Eich, 2008; Pereda-Miranda et al.,

2010).



2.2 El género Ipomoea.

El género Ipomoea lo comprenden aproximadamente 500 a 600 especies siendo asi el mas
grande de la familia Convolvulaceae (Austin y Huaman, 1996). Estas especies se
encuentran distribuidas principalmente en los trdpicos del mundo, aunque algunas
especies también se pueden encontrar en zonas templadas (Cao et al., 2005). Las especies
de este género se distribuyen principalmente en centro y sur del Continente Americano y

zonas tropicales de Africa (Austin y Hudman, 1996).

Las especies pertenecientes a este género se utilizan en diferentes partes del mundo para
el tratamiento de diversos padecimientos, tales como diabetes, hipertensién, disenteria,
fatiga, hidrocefalia, meningitis, inflamacién, artritis, reumatismo, entre otras. También,
estas plantas medicinales muestran actividad antimicrobiana, analgésica, espasmolitica,

hipotensiva, anticoagulante, antinflamatoria y anticancerigena (Meira et al., 2012).

2.2.1 Historia de algunas especies purgantes endémicas de México.

De las especies endémicas de México, destacan: a) por sus propiedades nutricionales, /.
batatas (el camote), b) por sus propiedades medicinales, I. purga, c) por su importancia

agricola, I. tricolor y d) por su uso ritual y religioso, I. violdcea.

En lo que corresponde a las especies con importancia terapéutica, el uso de sustancias
purgantes solia ser una prdactica comun en la medicina prehispanica por la creencia de
alcanzar la “purificacion del cuerpo” a través de su consumo. Los remedios purgantes
conocidos por los aztecas como “cacamotli tlanoquiloni” consistian en diversos tipos de
raices tuberosas que variaban en sus caracteristicas morfoldgicas, habitat y potencia
efectora. Investigaciones etnobotanicas actuales han identificado a estas raices como

miembros del género Ipomoea (Pereda-Miranda et al., 2006).
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Desde la época colonial, estas raices atrajeron la atencién de los colonizadores espafioles
por sus propiedades purgantes; éstas se han conocido y comercializado con el
denominativo de “jalapas”, tales como /. purga (Figura 2), considerada como la auténtica
raiz de Jalapa; I. orizabensis, conocida comunmente como escamonea mexicana o falsa
jalapa; I. simulans, conocida como jalapa de Tampico; /. stans, lamada cominmente como

tumbavaqueros; entre otras (Figura 3) (Pereda-Miranda et al., 2006).

Figura 2. Raices (izquierda) y flor con hoja (derecha) de la auténtica raiz de Jalapa (/.

purga).

Desde la introduccidn de /. purga a Europa en el siglo XVI, fue conocida con el nombre de
ruibarbo de las Indias y fue considerada la mas importante dentro de este tipo de
remedios, incluso al punto de convertirse en el suceddaneo americano mas importante de
la escamonea (Convolvulus scammonia), misma que habia sido utilizada desde tiempos

precristianos en todo el imperio Romano (Pereda-Miranda et al., 2010).

En la década de 1940, en la regidon de Xico Veracruz se cultivaba y exportaban cerca de 40
toneladas de raiz seca por afio de I. purga a los Estados Unidos y manteniéndose hasta la
década de 1990; después de esta fecha su exportacién se redujo hasta casi cero (Linares et
al., 1994). La demanda comercial de la raiz de Jalapa ha disminuido en México debido al

uso de otros laxantes derivados de las cascaras de las semillas de Psyllium plantago y las

11



hojas de Cassia angustifolia (sendsidos), entre otros, asi como por la dominacion del
mercado mundial de drogas herbolarias a través de distribuidores mayoristas
principalmente italianos y alemanes cuyos productos distribuidos se basan en la jalapa
brasilefia (Operculina macrocarpa) y la jalapa de la India (Operculina turpethum) (Pereda-

Miranda et al., 2010; Wenbing et al., 2012).

Figura 3. Especies del complejo comercializado como “las jalapas”: I. orizabensis (A: raiz,

B: flor), I. simulans (C) e I. stans (D: flor, E: raiz).

12



2.2.2 Historia de las especies purgantes de Brasil.

La historia de las jalapas brasilefias es similar a la acontecida con las jalapas mexicanas.
Los colonizadores portugueses introdujeron en sus colonias americanas la medicina
galénica europea del siglo XVI, en la que los remedios purgantes gozaban de gran
importancia terapéutica. Las propiedades medicinales de enredaderas herbdceas
perennes con raices de sabor agrio y productoras de resinas con propiedades purgantes,
fueron aprovechadas como sustitutos de las especies originarias del mediterraneo oriental
y el oriente préximo (Convolvulus scammonia) que fueron importantes para la medicina

medieval europea (Monardes, 1990).

Las raices purgativas originarias de Brasil, lamadas comunmente como “batata de purga”,
debido a sus efectos purgantes mas leves, ganaron una rdpida y amplia aceptaciéon en las
practicas médicas del imperio colonial portugués. Los colonizadores de Suramérica le

|II

otorgaron el nombre de “jalapa de Brasil” en reconocimiento de sus beneficios
terapéuticos, importantes y similares a los de la raiz de Jalapa (/. purga) originaria de
México y que constituyd uno de los productos agricolas de mayor comercio entre la Nueva

Espafa y la peninsula Ibérica.

Figura 4. Raiz (izquierda y centro) y flor (derecha) de la jalapa de Brasil (batata de purga:

Operculina macrocarpa).
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En la actualidad, la identificacién precisa de la raiz purgante de “jalapa de Brasil”
corresponde a Ipomoea operculata (Operculina macrocarpa) (Figura 4), cuya distibucion
se limita a los matorrales de la “mata” atlantica (Figura 5); en la actualidad se ha

introducido en las Antillas menores y Africa occidental.

Figura 5. Distribucion geografica de la jalapa de Brasil (Operculina macrocarpa).

Sin embargo, el nombre popular “batata de purga” se usa indistintamente para referirse a
dos especies con raices purgantes de las convolvulaceas: Operculina macrocarpa vy
Operculina hamiltonii. Esta Ultima especie es sucedanea de la auténtica jalapa de Brasil es
comun en el norte del territorio brasilefio (Figura 6) y sus raices tuberosas son motivo de

un extenso comercio para fines terapéuticos (Vegetall, 2017).
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2.2.2.1 Operculina hamiltonii.

En Brasil, se le conoce popularmente como jalapa, jalapa de Brasil, batata de purga,
“batatdo”, “jalapdo”, “purga amarela” y “bréinia” de América (Natureza Bela, 2017). Su

distribucién geografica abarca Centro América, las Antillas y el Norte de Suramérica

(Figura 6).

Figura 6. Distribucion geografica de la batata de purga (Operculina hamiltonii).

Es una planta herbacea de tallo trepador, de color purpura, glabro, cuadrangular y carente
de zarcillos; los tallos pueden alcanzar hasta 5 m de longitud; sus hojas son alternas de 9
cm de largo por 5 cm de ancho, pecioladas, en forma de corazon, lisas y biseladas; en la

base, el haz de la hoja es de color verde oscuro y blanquecina el envés (Figura 7).
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Figura 7. Planta (izquierda) y flores (centro y derecha) de Operculina hamiltonii.

Las flores son solitarias, ocasionalmente 1-3, 5 sépalos, pétalos amarillos de 7 cm de largo
y 5 estambres (Figura 7). El fruto es una capsula ovoide con 4 semillas, con un tamaiio de
15-20 mm, deprimido-globosos, operculados, pardos, envueltos por los sépalos
acrescentes (Figura 8). Semillas de alrededor de 5-8 mm, elipsoidales a redondeadas,
negras y glabras (Figura 8). El rizoma es alargado y lechoso, con unos 5-45 cm de largo y

tuberosidades con raices secundarias (Figura 9) (Reflora, Flora do Brasil 2020, 2017).

Figura 8. Semillas (izquierda) y futos (derecha) de Operculina hamiltonii.
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Numerosas sinonimias se encuentran descritas en la literatura botanica para esta especie

(Cuadro 1). El basidnimo Ipomoea hamiltonii G. Don, se describid en 1838 (Austin y

Staples, 1983) y como Ipomoea alulata Miquel en 1844. Su reclasificacién al género

Operculina bajo la sinonimia de Operculina alata sucedié en 1902. En la actualidad, el

nombre aceptado corresponde a Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples (Austin y

Staples, 1983). La clasificacidon taxondmica de Operculina hamiltonii (G. Don), se presenta

en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Lista de sinonimias de Operculina hamiltonii (Reflora, Flora do Brasil 2020,

2017).

Operculina alata (Hamilton) Urb.

Ipomoea ampliata Choisy

Convolvulus alatus Hamilton

Ipomoea pterodes Choisy

Convolvulus ampliatus Spreng

Ipomoea alulata Miq.

Convolvulus hamiltonii Spreng

Operculina altissima (Mart. Ex Choisy) Meisn.

Convolvulus peruvianus Spreng

Operculina ampliata House

Ipomoea altissima Mart.

Operculina pterodes (Choisy) Meisn.

Ipomoea altissima Mart. ex Choisy

Operculina alata (Hamilton)
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Figura 9. Rizoma de Operculina hamiltonii.

Cuadro 2. Clasificacién taxondmica de Operculina hamiltonii.

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Operculina
Especie Operculina hamiltonii




2.2.2.2 Usos medicinales de las jalapas brasileiias.

Entre sus propiedades medicinales destacan la analgésica, antiinflamatoria, depurativa,
diurética, energética, febrifuga, laxante y purgativa. Estos laxantes se utilizan,
especialmente para la congestién intestinal, hemorragias (cerebro, pulmén), hidropesia
cardiaca o renal y el estrefiimiento. El uso en la medicina tradicional también incluye el
tratamiento de edema, inflamacion, dolor de cabeza y fiebre (Natureza Bela, 2017; Matos,

2000).

Existen preparados fitofarmacéuticos que se encuentran disponibles en el mercado para
su comercializacion o bien como droga cruda. Como ejemplo, tenemos la "tintura de
jalapa" que se utiliza en el noreste de Brasil como laxante y para el tratamiento del
accidente vascular encefdlico; pero, aun no se ha probado de manera adecuada su

seguridad y eficacia (Gomes et al., 2009).

2.3 Resinas glicosidicas.
2.3.1 Naturaleza quimica.

Las resinas glicosidicas son metabolitos secundarios representativos de la familia de las
Convolvulaceas (Pereda-Mianda et al., 2010), y consisten en un conjunto de glicolipidos de
alto peso molecular; constituidos por una porcién hidrofilica de naturaleza oligosacarida y
una porciéon hidrofébica compuesta por un acido graso mono o dihidroxilado de 14 6 16
atomos de carbono llamada aglicona. En la mayoria de los ejemplos descritos en la
literatura, estos dos constituyentes se encuentran unidos mediante un enlace de tipo
éster ciclico intramolecular, formando una macrolactona, y el nucleo oligosacarido se
encuentra esterificado por acidos organicos de diferentes longitudes de cadena (Pereda-

Miranda et al., 2010) (Cuadro 3).
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Las caracteristicas estructurales de los glicolipidos (Figura 10) les confieren propiedades
de solubilizacién propias para moléculas anfipaticas, es decir, pueden solubilizarse en
disolventes orgdnicos aproéticos como el cloroformo, el dimetillsulféxido, la piridina y en
disolventes polares préticos como el metanol. En casos donde el grado de esterificacion
del nucleo oligosacdrido es muy alto o los residuos corresponden a acidos grasos
saturados (C¢ a Ci;), estos oligosacaridos complejos son solubles en hexano (Rosas-

Ramirez, 2012).

Figura 10. Estructura general de un glicolipido constituyente de las resinas glicosidicas de

las convolvulaceas.

La complejidad de las resinas glicosidicas radica en la semejanza estructural de los
constituyentes individuales, debido a que representan una mezcla de isdmeros que
involucran variaciones entre los azlcares constitutivos y los sitios de esterificacion. Asi, la
diversidad estructural de estos compuestos surge de las variaciones en el tipo y nimero
de unidades sacaridas que componen al nucleo oligosacdrido, en la secuencia de
glicosilacion, la posicién de lactonizacién y en el tipo, nimero y posiciéon de los acidos
organicos que se encuentran acilando al nucleo oligosacdrido (Pereda-Miranda et al.

2010).
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Cuadro 3. Estructuras de algunos acidos organicos que esterifican al nucleo oligosacarido

de las resinas glicosidicas.’

Acido Estructura
//o
Acético (ac) _\
OH

Cindmico (CA)

(2S)-a-metilbutirico (mba)

Isobutirico (iba) OH
(@]
H
Tiglico (tga)
COOH
Nilico (nla)

(2R,3R)-3-hidroxi-2-

metilbutanoico

@)

Valérico \/\)J\
OH
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Trimetilacético

OH

B-metilbutirico (3-mba)

Propidnico (pa)

Hexanoico (hexa)

Octanoico (octa)

Decanoico (deca)

Dodecanoico (dodeca)

4-oxodecanoico*

Exogodnico*

o

COOH

®Hernandez-Carlos et al., 1999; Ono et al., 1989; Pereda-Miranda et al., 2010. *Son
marcadores para diferenciar entre las jalapas mexicanas y las brasilefias (Wagner y

Kazmaier, 1977).

22



Los nucleos oligosacaridos se componen principalmente de cuatro carbohidratos: tres 6-
desoxihexosas (p-fucosa, p-quinovosa y L-ramnosa) y la p-glucosa como la Unica hexosa
presente en esta clase de metabolitos (Pereda-Miranda y Bah, 2003). La b-xilosa se
describié para las resinas glicosidicas de /. pes-caprae (Escobedo-Martinez et al., 2010). Se
han descrito desde disacaridos hasta heptasacaridos y dimeros tipo éster constituidos por
tres hasta siete azlcares en cada unidad oligomérica. Para la secuencia de glicosidacién,
se han descrito nucleos oligosacaridos lineales, ramificados (Pereda-Miranda et. al., 2010),
bidesmdsidos (Bautista et al., 2016) y estructuras diméricas tipo éster (Bah y Pereda-

Miranda, 1997; Castafieda-Gémez y Pereda-Miranda, 2011).

Los acidos grasos que con mayor frecuencia representan a las agliconas (la parte
hidrofdbica del glicolipido) son los acidos (115)-hidroxihexadecanoico (acido jalapindlico) y
el (11S)-hidroxitetradecanoico (acido convolvulinélico) (Pereda-Miranda et al., 2010). Sin
embargo, son muy pocos los ejemplos de otras agliconas descritas en la literatura, por
ejemplo, los acidos turpéticos A-C que contienen, como las agliconas de los
pentasacaridos constitutivos de las resinas de la jalapa de la India (Operculina turpethum),
a los acidos grasos saturados monohidroxilados (C-12) con cadenas de C,s-C;, (Ding et al.,
2012). Estudios de actividad biolégica realizados con este tipo de compuestos han
demostrado que la lactona macrociclica constituye una caracteristica estructural muy
importante para la actividad purgante y citotdxica, ya que cuando se hidroliza el enlace

éster disminuye o desaparece la actividad biolégica (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Los constituyentes individuales que componen a las resinas glicosidicas de una misma
especie comparten, en la mayoria de los casos, un mismo nucleo oligosacarido. Los
nucleos oligosacdridos de las resinas glicosidicas pueden ser identificados a través de
métodos de degradacion (hidrélisis alcalina), obteniendo acidos glicosidicos que son

distintivos de las especies que los biosintetizan (Pereda-Miranda et al., 2010).
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Las resinas glicosidicas, en funcién de su solubilidad en éter y metanol, se clasifican en dos
grupos: “jalapinas” y “convolvulinas”, respectivamente (Ono et al., 1989; Shellard, 1961).
La primeras representan oligosacdridos con un alto grado de esterificacion que son
solubles en éter, y aquellas insolubles en este disolvente apolar que resultan solubles en
metanol han proporcionado los oligdmeros de mayor peso molecular, como los

heptasacaridos bidesmodsidos de la convolvulina de Quamoclit pennata (Ono et al., 2010).

2.3.2 Nucleos oligosacaridos aislados de especies de jalapas brasilefias.

En el afio de 1989, fueron aislados a partir de la fraccion soluble en éter de la raiz de
jalapa brasilefia, I. operculata (Gomes) Mart. (Ono et al., 1989), dos pentasacdridos: acido
operculinico A (Figura 11), un lipooligosacarido constituido por una unidad de p-fucosa,
tres unidades de L-ramnosa, una unidad de b-glucosa, y el acido jalapindlico como
aglicona, y el acido operculinico B (Figura 12) cuya estructura cambia sélo en la sustitucion

de la unidad de p-fucosa por una unidad de p-glucosa respecto al acido operculinico A.

El acido operculinico A es el nucleo oligosacarido que con mayor frecuencia se ha descrito
en las resinas de las convolvulaceas, como un constituyente de las especies . operculata
(Ono et al., 1989), I. intrapilosa (Bah et al., 2007), I. stolonifera (Noda et al., 1994), |.
leptophylla (Barnes et al., 2003), Quamoclit pennata (Ono et al., 1992), Merremia

hungaiensis (Noda et al., 1994) y Merremia mammosa (Kitagawa et al., 1989).

Numerosas resinas derivadas del dcido operculinico B han sido aisladas de I. operculata y

se han denominado como operculinas llI, IV, IX, X, XVI, XVII y XVIII (Ono et al., 1991).

La diversidad estructural de las resinas glicosidicas intactas derivadas de los acidos
operculinico A y B, radica en los diferentes tipos de sustituyentes que se encuentran
acilando la posicidn C-2 de la tercera unidad monosacarida (ram’) y las posiciones C-2, C-3

y C-4 de la unidad (ram”’), asi como la posicién de lactonizacion.
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Figura 11. Acido operculinico A (Ono et al., 1989).
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Figura 12. Acido operculinico B (Ono et al., 1989).
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El acido operculinico C (Figura 13) fue nombrado originalmente como mammasido | al ser
aislado de la especie Merremia mammosa (Kitagawa et al., 1997). Este compuesto es un
heterotetrasacarido lineal del acido jalapindlico, constituido por una unidad de p-fucosa y
tres unidades de L-ramnosa. Se le asignd el nombre de acido operculinico C después de ser
aislado de /. operculata Mart. & Spix. (syn. Operculina macrocarpa (L.) Urban) (Ono et al.,

1989; Pereda-Miranda et al., 2010).

Figura 13. Acido operculinico C (Ono et al., 1989).

El 4cido operculinico C se ha descrito en las resinas constituyentes de especies como /.
murucoides (Chérigo et al., 2009), I. batatas (Noda et al., 1992), I. pes-caprae (Escobedo-
Martinez y Pereda-Miranda, 2007), I. operculata (Ono et al., 1992) e I. stolonifera (Noda et
al., 1998). Ademas, el acido operculinico C ha sido descrito como constituyente de las
batatinas IlI-VI, que son resinas glicosidicas intactas aisladas de /. batatas (Rosas-Ramirez
et al., 2011). Estas representan a los primeros ejemplos de dimeros tipo éster constituidos
por este acido glicosidico, y cuya diferencia estructural radica en la posicion, tipo y

cantidad de residuos acidos que esterifican al nucleo oligosacarido.
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Por hidrélisis alcalina de las resinas solubles en éter, obtenidas a partir de la raiz de la
especie I. operculata, se describieron como constituyentes minoritarios los acidos

operculinicos D, E, Fy G (Ono et al., 1990) (Figura 14).

o
0

Acido operculinico R:  R: Rs Ra Rs

OH D OH H H Glep H

E OH H CHOH H H

CHy o F OH H H H H

"o Ho G H OH CHs Glcp(2-OCHs) H

OH

Figura 14. Estructura de los acidos operculinicos D, E, Fy G (Ono et al., 1990).

El 4cido operculinico E esta constituido por una unidad de p-glucosa y tres unidades de L-
ramnosa. Por otro lado, el acido operculinico F esta constituido por una unidad de b-
xylosa y tres unidades de L-ramnosa, es decir, son heterotetrasacaridos lineales del acido

jalapindlico.

Las marubajalapinas I-XI descritas a partir de las partes aéreas de I. purpurea (L.) Roth
(syn. Pharbitis purpurea Voigt.) (Ono, M., Ueguchi, T., Murata, H. et al., 1992; Ono, M.,
Ueguchi, T., Kawasaki, T. et al., 1992) fueron los primeros ejemplos de resinas glicosidicas
constituidas por el acido operculinico E. Las murucoidinas Xl y Xlll de I. murucoides
(Chérigo et al., 2009) y los batatdsidos J-L de I. batatas (Yin et al., 2009) son resinas
glicosidicas constituidas por el acido operculinico E. Hasta el momento, no se han
encontrado resinas glicosidicas intactas constituidas por el acido operculinico F (Pereda-

Miranda et al., 2010).
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Los 4cidos operculinicos D y G son heteropentasacaridos ramificados del &cido
jalapindlico. Sus estructuras son similares a la descrita para el acido operculinico A. Sélo
difieren en la primera unidad monosacadrida, es decir, para el dcido operculinico A, se tiene
una unidad de p-fucosa y para el acido operculinico D una de p-xylosa. En lo que respecta
al acido operculinico G, su estructura es practicamente la misma que para el acido
operculinico A, con la unica diferencia que la posicion C-2 de la glucosa terminal se
encuentra metilada, por lo que se cree que podria tratarse de un artefacto de extraccion

(Pereda-Miranda et al., 2010).

2.4 Métodos de aislamiento y purificacion, etc.

Los carbohidratos son considerados como un grupo de compuestos en donde el nimero y
tipos de isdmeros que muestran son mayores que los de cualquier otro grupo (Sanz y
Martinez-Castro, 2007). De acuerdo con la naturaleza quimica de las resinas glicosidicas
que las hace moléculas anfipaticas, el aislamiento de éstas y su purificacidén no es tarea
sencilla, ya que siempre estan presentes en forma de mezclas complejas de homaélogos
que tienen el mismo nucleo oligosacarido, pero con diferentes agliconas y sustituyentes
acilantes, y variaciones en los sitios de esterificacion del nucleo oligosacarido (Pereda-

Miranda et al., 2002; 2010).

Por esa razon, los métodos tradicionales para el aislamiento y la purificacion de productos
de origen natural, tales como la particion liquido-liquido, la cromatografia en capa fina y
cromatografia en columna, usando gel de silice, sephadex, intercambio idnico vy filtracién
en gel, resultan ser técnicas inapropiadas para la purificacién exitosa de estos

constituyentes (Pereda-Miranda et al., 2010).

Desde los inicios de su creacidn cerca de los ainos sesenta, la HPLC ha ganado terreno en
las ciencias de la separacion ya que demostrd ser una herramienta idonea para el analisis
de macromoléculas de interés biomédico, productos naturales y una gran variedad de

moléculas con pesos moleculares altos y compuestos termolabiles, y para los cuales se
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encuentra limitado su andlisis mediante técnicas como cromatografia de gases; algunos de
estos compuestos son de tipo polisacdrido, proteinas, acidos nucleicos, entre otros

(Snyder y Kirkland, 1979).

La HPLC ofrece una resolucion maxima de una mezcla compleja en un tiempo de analisis
corto, con la disponibilidad de fases estacionarias de particulas porosas pequefias (<25
um) de forma irregular o esférica, y con tamafio de poro entre 60 y 130 A (Pereda-

Miranda et al., 2010; Snyder y Kirkland, 1979).

En el ano de 1987, se publicd por primera vez la resolucion de una mezcla de resinas
glicosidicas por HPLC, logrando purificar cuatro lipotetrasacaridos acilados intactos, las
orizabinas I-IV (Noda et al., 1987). Esta investigacién demostré que, debido a la
complejidad estructural de las resinas glicosidicas, se requiere del empleo de técnicas
cromatograficas y métodos espectroscopicos modernos de alta resolucidon (como la HPLC
y la resonancia magnética nuclear) para lograr la purificacién individual y la
caracterizacion estructural de los constituyentes presentes en las resinas glicosidicas de

las convolvulaceas.

Las columnas de fase normal y de fase quimicamente enlazada como C8, C18, amino,
ciano y fenilo, han demostrado ser fases estacionarias adecuadas para el aislamiento y
purificacion de este tipo de moléculas (Bah y Pereda-Miranda, 1996; Castafieda-Gémez y

Pereda-Miranda, 2011; Nikolov et al., 1985; Ono et al., 1989).

El éxito en la purificacion (>99%) de los glicolipidos aislados a partir de las resinas
glicosidicas con el empleo de HPLC, se debe principalmente al uso de la técnica conocida
como “corte de nucleo”, seguida del “reciclaje de pico” (Bah y Pereda-Miranda, 1997;
Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002). Esta técnica necesita el empleo de un
aditamento instrumental llamado valvula de reciclaje (Figura 15), que permite, una vez
qgue la muestra ha sido registrada por el detector, enviarla de vuelta a la bomba con el
“loop” cerrado a través de la linea de paso al inyector, y posteriormente a la columna vy al
detector nuevamente (Bidlingmeyer, 1992) (Figura 15). El procedimiento finaliza hasta

gue se observa un registro de sefial como un pico de comportamiento Gaussiano, sin la
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presencia de picos minoritarios como indicativos de impurezas (Figura 16) (Pereda-

Miranda y Hernandez-Carlos, 2002).

Figura 15. Valvula de reciclaje acoplada a una bomba semipreparativa de la marca JASCO

(izquierda) y esquema general del proceso de reciclaje (derecha) (Bidlingmeyer, 1992).

1 i U@UM?H

0] SO0

refentian time (s}

Figura 16. Ejemplo de cromatograma generado mediante la técnica de reciclaje de

muestra.
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La técnica conocida como “corte de nucleo” seguida del “reciclaje de pico”, han permitido
la purificacién de numerosos oligosacaridos de resinas glicosidicas, por ejemplo las
tricolorinas (Bah y Pereda-Miranda, 1996; 1997), las intrapilosinas (Bah et al., 2007), las
orizabinas (Hernandez-Carlos et al., 1999), los batatindsidos (Escalante-Sanchez et al.,
2008, las murucoidinas (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006; Chérigo et. al., 2008), las

pescapreinas (Escobedo-Martinez et al., 2010), los purgindsidos y las purginas (Castafeda-

GOmez y Pereda-Miranda, 2011), entre otros.

2.5 Elucidacion estructural.

Debido a la complejidad estructural de este tipo de moléculas, suelen utilizarse métodos
degradativos (reacciones de derivatizaciéon) asi como técnicas espectroscopicas y
espectrométricas de alta resolucion, para la caracterizacion completa de este tipo de

metabolitos secundarios de origen natural.

2.5.1 Métodos degradativos.

Consisten en el uso de diversas reacciones quimicas para romper de manera paulatina, la
estructura compleja y generar moléculas mas pequeiias, y por lo tanto, simplificar la
elucidacion espectroscopica de las moléculas intactas. Una de estas reacciones es la
hidrélisis alcalina (saponificacién) del material vegetal, con lo que se logra la liberacién de
los acidos organicos que esterifican al nucleo oligosacéarido y la hidrdlisis de la lactona,
obteniéndose asi los acidos glicosidicos presentes en la muestra. Los acidos organicos
obtenidos se someten a una reaccién de derivatizacion para formar los ésteres metilicos y

se analizan por cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrometria de masas (EM).

Los acidos glicosidicos se someten a una reaccidn de hidrélisis acida, obteniéndo asi a los
carbohidratos simples y el acido graso que forma la macrolactona (aglicona). La longitud

del acido graso, asi como su posicion de hidroxilacién, se determinan a partir de la
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obtencién de su derivado metilado-sililado y su analisis por CG-EM. Esta técnica también
se utiliza para la caracterizacion de las unidades sacaridas; para esto, en primer lugar se
derivatizan por tratamiento con cloruro de trimetilsilano, y para evitar la anomerizacion
de los monosacaridos, se realiza la sililacion de los grupos hidroxilo y la mercaptacion de la

funcion aldehido (Pereda-Miranda et al., 2010).

2.5.2 Métodos no degradativos.

El empleo de técnicas espectroscépicas como la resonancia magnética nuclear (RMN) y
espectrométricas como la espectrometria de masas de alta resolucién (EM-AR) son
herramientas muy efectivas para la elucidacién estructural de los lipooligosacdaridos sin

utilizar métodos que degraden el producto natural.

A partir de la obtencién y anilisis de los espectros de RMN de protén (*H-RMN) y carbono
(°C-RMN) se obtiene la informacién general acerca de la estructura de los
lipooligosacaridos, tal como la identificacion del nimero y tipo de unidades sacdridas que
forman al nucleo oligosacarido. Al recurrir a experimentos en dos dimensiones como
COSY, TOCSY, HSQC y HMBC, se asigna la conectividad de cada uno de los constituyentes

de este tipo de moléculas complejas (Pereda-Miranda et al., 2010).

La naturaleza quimica de este tipo de moléculas (no volatiles) imposibilita su andlisis por
EM mediante la técnica de impacto electrénico (El), y por lo tanto, son utiles las técnicas
de ionizacidn suave para evitar la degradaciéon térmica de la muestra. Durante décadas la
técnica de ionizacién por bombardeo de dtomos acelerados (FAB) fue una técnica muy
importante en el campo de la elucidacidn estructural de este tipo de moléculas (Pereda-
Miranda et al., 2010); sin embargo, ha caido en desuso. En la actualidad, las técnicas de
ionizacion por electrospray (ESI) y MALDI proporcionan informaciéon valiosa sobre la
composicion, la secuencia y la ramificacién de la cadena oligosacarida (Castafieda-Goméz

etal., 2017; Escalante-Sanchez, 2007; Pereda-Miranda et al., 2010; Rosas-Ramirez, 2012).
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3. JUSTIFICACION.

Las resinas glicosidicas como metabolitos secundarios caracteristicos de la familia
Colvolvulaceae; representan una fuente potencial para la busqueda de nuevos
compuestos quimicos con aplicacién terapéutica y agroquimica, debido al amplio espectro
de actividad bioldgica descrita para estas plantas, como son: sus propiedades purgantes,
fitoinhibidoras, citotdxicas y antimicrobianas. Por otra parte resulta de gran relevancia el
desarrollo de métodos modernos de aislamiento, purificacién y elucidacién estructural de
los glicolipidos pertenecientes a esta familia de plantas; con la finalidad de validar desde
un punto de vista cientifico su uso etnomédico, de igual manera para establecer que
glicolipidos podrian funcionar como marcadores moleculares de cada especie, a efectos
de poder realizar de manera rdpida y eficaz estudios que revelen la autenticidad de las
resinas comerciales que se comercializan a nivel mundial. Finalmente, es importante que
el estudio cientifico de las plantas pertenecientes a la familia Convolvulaceae impacte en
la sociedad ya que podria implementarse el cultivo de la jalapa brasilefia bajo condiciones
especiales y junto con las especies endémicas de México podrian elaborarse
medicamentos herbolarios cuya sinergia de los principios de las especies mezcladas
genere un efecto mas rapido y eficaz y asi impulsar la produccién de medicamentos

herbolarios a nivel nacional.

4. HIPOTESIS

El extracto obtenido con los disolventes diclorometano y etanol en proporcién 1:1 a partir
de la raiz comercial de la jalapa brasilefia; presenta un alto contenido en acidos
glicosidicos, en cantidades suficientes, que permiten su aislamiento, purificacién vy

elucidacion estructural.
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5. OBIJETIVOS.
5.1 Objetivo general.

Purificar mediante el uso de HPLC los acidos glicosidicos mayoritarios constitutivos de las
resinas glicosidicas presentes en el extracto de diclorometano-etanol (1:1) de las raices

comerciales de jalapa brasilefia.

5.2 Objetivos especificos.

5.2.1 Establecer las condiciones instrumentales a escala analitica en HPLC para la
separacion de los acidos glicosidicos presentes en el extracto de diclorometano-etanol

(1:1) de las raices comerciales de jalapa brasilefia.

5.2.2 Realizar el escalamiento de las condiciones instrumentales de escala analitica a
preparativa para el fraccionamiento del extracto de diclorometano-etanol (1:1) de las

raices comerciales de la jalapa brasilefia.

5.2.3 Purificar los componentes mayoritarios mediante la técnica de reciclaje y realizar su

elucidacién estructural utilizando EM y RMN (*H y *C).
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.
6.1 Métodos cromatograficos.

Se utilizé la cromatografia en capa fina para la deteccidn de las resinas glicosidicas en los
extractos preparados con el material vegetal de interés; para lo cual se emplearon
cromatoplacas de gel de silice 60 F,54 sobre aluminio. Se utilizd una mezcla de H,SO4-

sulfato cérico como agente cromdgeno calentando a 80 °C sobre una parrilla eléctrica.

Se empleé la HPLC para lograr la separacién de los constituyentes mayoritarios
individuales presentes en el extracto. Para llevar a cabo esta separacién, se utilizd un
equipo cromatografico de tipo modular, compuesto por un sistema de liberacién de
disolventes PU-4086 Semi-preparative Pump de la marca JASCO que cuenta con una
valvula que permite el reciclaje de la muestra y el disolvente, y un detector de indice de
refraccion modelo 410 de la marca Waters integrado a un equipo de cémputo (OptiPlex
GX-280, DELL). El control del equipo, la adquisicion y el procesamiento de la informacién

se realizaron por medio del software Empower 2 de la marca Waters.

6.2 Material vegetal.

El material vegetal corresponde a una muestra comercial de las raices pulverizadas de la
jalapa brasilefa (“batata de purga”) adquiridas en el Mercado 2000, ubicado en Santarém,
Pard, Brasil, el 28 de septiembre de 2015. El material vegetal fue identificado por la Dra.
Suzana Leitdo (Facultad de Farmacia, Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil)
mediante la comparacion con las caracteristicas anatémicas microscépicas descritas para

Operculina macrocapa (Carvalho Michelin et al., 2010).
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6.3 Preparacion del extracto organico.

El material vegetal (868.5 g) fue sometido a un proceso de maceracién exhaustiva con
mezcla de diclorometano-etanol (1:1), el extracto resultante se filtro y se llevd a sequedad

para su posterior saponificacidn.

6.4 Hidrdlisis alcalina del extracto organico (saponificacién).

El extracto seco (7 g) fue sometido a una hidrdlisis alcalina con 205 mL de una solucién de
KOH al 5%, la mezcla resultante se colocd en un bano de aceite a 95 °C donde se calentd a
reflujo durante 3 h con agitacidn constante. Para el aislamiento del producto crudo de la
reaccion, se ajusto el pH a 5 con HCI 1 N y se extrajo con diclorometano (3 x 250 mL). La
fase acuosa se sometid a extracciones con isobutanol (3 x 250 mL), posteriormente la fase
orgdnica se lavd con agua (2 x 250 mL). La fraccidon organica resultante (isobutanol) se

concentré a sequedad.

6.5 Peracetilacion del producto de saponificacion.

El producto saponificado (1.470 g) se sometid a una reaccion de peracetilacién con 27 mL
de piridina y 54 mL de anhidrido acético.La mezcla se dejo reaccionar durante 48 h a
temperatura ambiente y transcurrido el tiempo de reaccidén, se realizd el aislamiento del
producto peracetilado de interés mediante particion liquido-liquido, adicionando 320 mL
de agua y 320 mL de acetato de etilo. La mezcla resultante se transfirié a un embudo de
separacion permitiendo el equilibrio entre las fases y se realizaron dos extracciones mas
con 320 mL de acetato de etilo. Las fases organicas se reunieron y se adiciond HCI 1 N (2 x
640 mL). Posteriormente, se tratd con una solucion saturada de Na,COs (2 x 640 mL) vy,
finalmente, con agua destilada (1 x 640 mL). La fase orgdnica resultante se secd con

Na,SO4 anhidro y se concentrd a sequedad.
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6.6 “Clean-up” del producto peracetilado.

El producto peracetilado se sometid a un proceso de limpieza previa al analisis por HPLC;

para esto se utilizdo una columna abierta empacada con 30 g de gel de silice y como fase

movil se utilizd diclorometano, metanol y mezclas de estos en diferentes proporciones

(150 mL de cada fase movil); se recolectaron fracciones de 50 mL como se muestra en el

Cuadro 4.

Cuadro 4. Composicion de la fase movil y correspondencia con el nimero de fraccidn

generada durante la elucidn de la muestra en la cromatografia en columna abierta sobre

gel de silice.
Fraccion Fase movil

1-3 100% CH,Cl,

4-6 95:5 CH,Cl;:MeOH

7-9 90:10 CH,Cl,:MeOH
10-12 85: 15 CH,Cl,:MeOH
13-15 80:10 CH,Cl,:MeOH
16-18 60:40 CH,Cl,:MeOH
19-21 40:60 CH,Cl;:MeOH
22-24 100% MeOH

Mediante el uso de cromatografia en capa fina se monitorearon las fracciones que

contenian resinas glicosidicas; se utilizé como fase moévil la mezcla de CH,Cl,: MeOH (9:1)

y una solucidn acida de sulfato sérico como agente cromégeno mediante degradacion por

calentamiento.
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6.7 Aislamiento de los acidos glicosidicos peracetilados mediante HPLC.

6.7.1 Analisis por HPLC a escala analitica.

Con la finalidad de establecer las condiciones experimentales que permitieran la mejor

separacion de los componentes de la mezcla objeto de estudio, se realizaron numerosos

ensayos usando dos fases estacionarias (Cuadro 5) y diversas fases méviles. En todos los

casos, se empled elucidn en modo isocratico y como sistema de deteccidn, se utilizd

detector de indice de refaccién (Waters modelo 410). En el Cuadro 6, se muestran las

condiciones establecidas en cada experimento.

Cuadro 5. Caracteristicas de las fases estacionarias utilizadas en los analisis por HPLC a

escala analitica.

Tamaiio de
Fase estacionaria Marca Dimensiones
particula
Waters Symmetry®
Octadecil silano (C18) 4.6 x 250 mm 5um
C18
Amino propil silano (NH,) Waters YMC® 10 x 150 mm 5pm

6.7.2 Purificacion por HPLC.

Una vez establecidas las condiciones experimentales que brindaron la mejor separacién

de los componentes de la mezcla a escala analitica, se procedid a realizar el escalamiento

de la técnica a escala preparativa, con la finalidad de realizar el aislamiento y la

purificacion de los constituyentes individuales de la muestra peracetilada. El escalamiento

se hizo mediante el uso de la siguiente ecuacién:
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Dénde:
E,= Flujo de la fase movil a nivel preparativo

F,= Flujo de la fase movil a nivel analitico

2

Fp =F, (l_p> <dp> L,= Longitud de la columna preparativa
[ dz
a a

l,=Longitud de la columna analitica
d,= Diametro interno de la columna preparativa

d,= Diametro interno de la columna analitica

Se utilizé la técnica de “corte de nucleo” y “reciclaje” para obtener la maxima separaciéony

pureza de los constituyentes de la muestra (Pereda-Miranda y Herndndez-Carlos, 2002).

Cuadro 6. Condiciones experimentales utilizadas en cada ensayo a escala analitica.

Fase Concentracion | Volumen de
Fase movil Flujo
estacionaria de la muestra inyeccion
CH3CN:H,0
C18 0.4 mL/min | 2mg/100 uL 20 pL
9:1
CH5CN:H,0
C18 0.4 mL/min | 2mg/100 uL 20 uL
7:3
CH5CN:H,0
Cc18 0.4 mL/min | 2mg/100 pL 20 uL
1:1
CH3CNZH20
NH, 0.4 mL/min | 2mg/100 pL 20 uL
7:3
CH3CN:MeOH
NH, 0.4 mL/min | 2mg/100 pL 20 pL
1:9
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6.8 Determinacion de las constantes fisicas y propiedades espectroscépicas y

espectrométricas.

Los puntos de fusién se determinaron en un apararto Fisher-Jhons sin correccion. Las
rotaciones dpticas se obtuvieron en un polarimetro modelo Perkin-Elmer 341, utilizando

metanol como disolvente.

Los experimentos de RMN de hidrégeno (*H) y carbono (*3C) se registraron en un equipo
Varian Innova operando a una frecuencia de 400 MHz para 4 y 100 MHz para para B3¢, se
utilizé piridina deuterada (piridina-ds) como disolvente de las muestras y los
desplazamientos quimicos (6) se expresaron en ppm utilizando como referencia interna la

senal del tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de masas de baja resolucion se registraron en un aparato Waters Acquity
UPLC clase H (Waters Co., Milford, MA, USA) acoplado a un espectrémetro de masas con
analizador de masas cuadrupolo simple SQD2 (Waters Co., Milford, MA, USA) con una
camara de ionizacion por electrospray (ESI). La inyeccién de la muestra se realizd por
introduccion directa en MeOH a una concentracién de 2 mg/mL, con un volumen de
inyeccidon de 10 uL. El espectrometro de masas SQD2 fue acondicionado para detectar
iones entre 150 y 2000 m/z. El voltaje para ambos modos de ionizacidén (positivo y
negativo) fue de 3.7 kV, con nitrdgeno como gas nebulizador (25 bar) junto con un gas
auxiliar (5 bar). Los espectros de masas de alta resolucién se obtuvieron en un equipo LQT
XL Orbitrap (Thermo Fisher) con ionizacion por ESI e introduccion directa de la muestra.
Los parametros de andlisis del equipo fueron los siguientes: voltaje de nebulizacién, 6 kV;
temperatura del capilar, 350 °C; voltaje del capilar, 35 V; volumen de muestra, 10 uL de la
solucién del compuesto puro con una concentracidén de 2 mg/mL preparada en mezcla de

MeOH:H,0 (9.5:0.5) suplementado con acido férmico (0.1%).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Preparacion del extracto organico.

A partir del procedimiento descrito en el inciso 5.3, se obtuvieron 48.8 g de extracto

organico.

7.2 Hidrdlisis alcalina del extracto organico (obtencion de los acidos glicosidicos).

Las resinas glicosidicas representan una mezcla compleja de glicolipidos de alto peso
molecular. Por medio de la reaccidon de hidrdlisis alcalina (saponificacion), se logré la
separacion de los acidos organicos de cadena corta unidos por un enlace de tipo éster a
los nucleos oligosacaridos, asi como la hidrélisis del enlace éster de las agliconas que
constituyen el enlace macrociclico. De esta forma, se obtuvieron 1.470 g de una mezcla de

acidos glicosidicos.

7.3 Aislamiento y purificacidn de los acidos glicosidicos mayoritarios.
7.3.1 Peracetilacion de los acidos glicosidicos.

Para facilitar la separacién de los dacidos glicosidicos mayoritarios se llevd a cabo la
derivatizacién del producto obtenido de la hidrdlisis alcalina del extracto total. A través de
la reaccién con anhidrido acético y piridina (ver inciso 5.5), se obtuvieron 1.496 g de la

mezcla de 4cidos glicosidicos peracetilados.

7.3.2 “Clean-up” del producto peracetilado.

Con la finalidad de eliminar posibles interferencias y concentrar los analitos de interés, se
realizd un proceso de limpieza previa al analisis por HPLC del producto peracetilado tal y

como se describe en el inciso 5.6. Asi las fracciones que contenian resinas glicosidicas
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correspondieron a los eluatos 5-7. Estos se mezclaron y se concentraron a sequedad

obteniéndose 1.325 g del extracto saponificado y peracetilado.

7.3.3 Aislamiento de los acidos glicosidicos peracetilados mediante HPLC.
7.3.3.1 Anadlisis por HPLC escala analitica.

El analisis del extracto saponificado y peracetilado por HPLC se realizd con la finalidad de
establecer las condiciones instrumentales (ver inciso 5.7.1) mas adecuadas y que

permitieran la mejor resolucién de la muestra.

Con base en los resultados obtenidos, se establecid que las condiciones analiticas que
permitieron la mejor resoluciéon de la muestra problema fueron: columna Waters
Symmetry® C18 (4.6 x 250 mm, 5p); fase movil: CH3CN:H,0 (9:1); flujo: 0.4 mL/min;
detector: indice de refraccidn; volumen de inyeccidén de la muestra: 20 uL (0.02 mg/uL)

(Figura 17).
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Figura 17. Cromatograma de HPLC a escala analitica de la mezcla de acidos glicosidicos

peracetilados.
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7.3.3.2 Purificacidon por HPLC escala preparativa.

Las condiciones instrumentales mds adecuadas obtenidas a escala analitica fueron
extrapoladas a escala preparativa (ver inciso 5.7.2) para separar los componentes de la
mezcla de acidos glicosidicos peracetilados. Las condiciones finales de trabajo fueron las
siguientes: columna Waters Symmetry® C18 (19 x 300 mm, 7 p); fase movil: CH;CN:H,0
(9:1); flujo: 8.0 mL/min; detector: indice de refraccidon (sensibilidad 1024); volumen de

inyeccion: 500 pL (50 mg/500 pL de metanol).

Con base en los resultados obtenidos, se realizé el fraccionamiento de la mezcla de acidos
glicosidicos peracetilados, como se muestra en la Figura 18, mediante el uso de la técnica

de “corte de nucleo” (Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002).

Figura 18. Cromatograma obtenido a escala preparativa que muestra las fracciones
aisladas a partir de la mezcla de acidos glicosidicos peracetilados mediante el uso de la

técnica de “corte de nucleo”.
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Como resultado del fraccionamiento primario por HPLC a escala preparativa, se lograron
obtener 7 fracciones de menor complejidad, obteniéndose las cantidades indicadas en el

Cuadro 7 para cada fraccion.

Cuadro 7. Cantidad recuperada de cada fraccion aislada mediante HPLC a escala

preparativa y resultados de los analisis por EM-ESI.

Fraccion tr Cantidad EM-ESI [M+Na]* m/z
F1 10.8 min 132 mg -
F2 13.0 min 136.2 mg 1603
F3 15.5 min 734 mg 1545
F4 17.8 min 34.4mg -
F5 20.0 min 36 mg 1617

1271 (minoritario)
F6 24-27 min 79.6 mg
1559 (mayoritario)

1550 (minoritario)
F7 29-32 min 32mg
1321 (mayoritario)

La presencia de compuestos conocidos o alguna resina novedosa se estableci6 mediante
los valores de m/z para las especies [M+Na]" en el espectro de masas generado mediante
electrospray en la modalidad positiva (Cuadro 7). Las fracciones F2 (tz 13.0 min) y F3 (tz
15.5 min) presentaron valores de masas que correspondian a los acidos constitutivos
mayoritarios de la jalapina de Operculina macrocarpa. Cada uno de estos eluatos se
purific6 mediante HPLC en columna preparativa C18 (19 x 300 mm, 7 p); fase movil:
CH3CN:H,0 (9:1); flujo: 8.0 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccién de la muestra: 500

uL, utilizando la técnica de reciclaje de muestra durante 15 ciclos. De este proceso se logré
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la purificaciéon total de cada uno de ellos, obteniéndose 13 mg (p.f. 83-85 °C) y 79.3 mg

(p.f. 105-109 °C) de los picos mayoritarios de las fracciones F2 y F3 respectivamente.

Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis espectroscdpico de estos productos, mediante
RMN y EM, permitiendo la identificacion de estos compuestos como los acidos

operculinicos A (F3) y B (F2) (Ono et al., 1989).

7.3.4 Purificacidon de los acidos glicosidicos peracetilados y caracterizacidn estructural.
7.3.4.1 Acido glicosidico mayoritario de la fraccion 5.

El espectro de masas de baja resolucion generado por electrospray de la muestra F5
permitid la identificacion de un constituyente mayoritario a través de los aductos de m/z
1617 [M + Na]" y 1653 [M + Na + 2H,0]" (Figura 19), indicando que se trata de un
compuesto con un peso molecular de 1594 Da y, con una diferencia de 14 unidades de

masa por encima del acido operculinico B (m/z 1603 [M + Na]’) (Cuadro 7).

La totalidad de la fraccidon F5, con un t; = 20.0 min (36 mg) se sometié a la técnica de
“reciclaje” y “rasurado de pico” (Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002) para purificar
el componente mayoritario de dicha fraccion (Figura 20), utilizando HPLC a nivel
preparativo bajo las siguientes condiciones instrumentales de trabajo: columna C18 (19 x
300 mm, 7u); fase mévil: CH;CN:H,0 (9:1); flujo: 8.0 mL/min; detector: UV; volumen de
inyeccion de la muestra: 500 pL (36 mg/500 pL). La técnica de rasurado de pico permitio la
eliminacion de homodlogos que se encuentran en menor proporcién. El reciclaje del pico
durante 11 ciclos permitid la purificacion total del acido glicosidico mayoritario. Se
obtuvieron 14 mg de un sélido blanco con p.f. de 72 °C y rotaciéon éptica: [a]p de -32.2 (c

0.18, MeOH).
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1617

1653
N

Figura 19. Espectro de masas (EM-ESI, modo positivo) de la fraccion F5. Molécula

cationizada m/z 1617 [M + Na]*, 1618 [M + 1 + Na]* y 1653 [M + Na + 2H,0]".
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Figura 20. Purificacion del acido glicosidico peracetilado mayoritario presente en la

fraccién 5 del extracto saponificado y peracetilado, por la técnica de “reciclaje”, “corte y

rasurado de pico”; (--- indica los fragmentos eliminados del pico).

46



El compuesto purificado se analizd por espectrometria de masas de alta resolucién
mediante ionizacién por electrospray en modo positivo (Figura 21), registrandose la
especie [M + Na]* con un valor de masa exacta de 1617.65308 (calcd para C73H11003s +
Na®, 1617.65673, A = -2.25 ppm) que permitié el calculo de la férmula molecular C73H110
Osg para el acido glicosidico peracetilado de la fraccién F5. El compuesto purificado se
analiz6 mediante la técnica de RMN para la elucidacién de su estructura molecular. El
andlisis de los espectros *H-RMN (Figura 22) y *C-RMN (Figura 23) permitié obtener

informacién general acerca de la estructura de la molécula.

/

1617.65308

Figura 21. Espectro de masas de alta resolucién (EM-ESI, modo positivo) del componente

purificado de la fraccién 5.

De esta forma, se observaron cinco sefiales correspondientes a carbonos anoméricos en la
region comprendida entre 8¢ 97.50 — 100.50, que se encuentran correlacionando con
cinco sefales de protdén entre &y 5.00 y 5.75, confirmadas por la técnica de correlacion
heteronuclear (*c.n) HSQC (Figura 24); este analisis permitié determinar que el nucleo

oligosacarido de esta molécula se encuentra formado por cinco monosacaridos.
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Figura 22. Espectro de "H-RMN del compuesto purificado de la fraccién 5 (400 MHz,
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piridina-ds).

Figura 23. Espectro de *C-RMN del compuesto purificado de la fraccién 5 (100 MHz,

piridina-ds).
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Glu'-1
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Figura 24. Espectro HSQC de la zona anomérica del compuesto purificado de la fraccién 5.

De acuerdo con los patrones de acoplamiento observados para los protones anoméricos
de las unidades monosacaridas, se logré establecer su naturaleza. De esta forma, las
sefales con &y 5.12 y 5.23 se observaron en forma de dobletes (3JH.H = 7.5 Hz) con
desplazamiento quimico caracteristico y fueron atribuibles a unidades de b-glucosa
(Castafieda-Gémez, 2010); las sefiales centradas en 5.35, 5.42 y 5.72 ppm se observaron
como singuletes anchos que corresponden a los protones anoméricos de tres unidades de

L-ramnosa (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Otra caracteristica importante fue el nimero de sefales dobles observadas en el espectro
de 'H-RMN entre 1.3-1.7 ppm, y que corresponden a los protones de los grupos metilo de
las 6-desoxihexosas. Asi, tres dobletes fueron observados en esta regién indicando la
presencia de tres unidades de este tipo de monosacarido (L-ramnosa) en el nucleo

pentasacarido.
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Con ayuda de las técnicas de RMN bidimensional, como son *H-'H COSY y TOCSY, se logré
resolver la asignacioén de las sefiales para los metinos centrados entre 64 4.0-6.0, y que son
atribuibles a cada unidad monosacdrida. La asignacién de dichas sefales se realizé a partir
de la seiial correspondiente al protdn anomérico (H-1) y su correlacién con la sefial para
H-2 identificada a través de cuadro de conectividad en el espectro COSY (Figura 25). La
identificacion de estas sefiales se confimé con el espectro TOCSY (Figura 26). De la misma
forma, se identificaron las secuencias de interaccidn vecinal restantes: H-2/H3, H-4/H-5 y

H-5/H-6 en cada unidad monosacarida (Pereda-Miranda et al., 2010).

Figura 25. Espectro COSY de la regidn oligosacarida del compuesto purificado de la

fraccion 5.
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Figura 26. Espectro TOCSY de la region oligosacdrida del compuesto purificado de la

fraccion 5.

La correspondencia de cada sefial de protdn con su atomo de carbono geminal se realizé a
través del experimento HSQC. De esta forma, fueron localizadas 22 seiiales en la regién
del espectro de 3C.RMN entre 60-80 ppm que correspondieron a los carbonos
oxigenados para las cinco unidades monosacaridas, y diferentes a las cinco sefiales

diagnésticas de los carbonos anoméricos entre 97.5- 100.5 ppm.

La secuencia de glicosidacién se identificda través de las correlaciones en el experimento
HMBC a partir de las principales conectividades observadas entre: H-1 Gluc (6 5.12)/C-12
aglicona (0 78.62), H-1 Ram (& 5.43)/C-2 Glu (6 77.03), H-1 Ram’(d 5.36)/C-4 Ram (o
72.75), H-1 Ram”’( 5.73)/C-4 Ram’(d 77.31) y H-1 Gluc’(d 5.23)/C-3 Ram’(d 77.37) (Figura
27).
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En el Cuadro 8 muestra el resumen de los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento correspondientes a los protones y los carbonos de cada una de las unidades
monosacaridas que constituyen la porcion oligosacarida del acido glicosidico peracetilado
purificado de la fraccidon F5 y se comparan con los valores para el peracetato del acido
operculinico B (Fraccidon F2). Con lo anterior, se comprobdé que el acido glicosidico
peracetilado purificado a partir de la fraccion 5 tiene en comun el mismo nucleo
oligosacarido que presenta el acido operculinico B (Figura 28), y que la unica diferencia
radica en el 4cido graso que forma la aglicona, ya que consta de una cadena

hidrocarbonada de 17 4tomos de carbono en lugar de Cy6 (Figura 29).

— 5 ’52 =
= T T 3 S
— —
T T
H1Ram’-C4Ram
H1Ram-C2Glu
H1Ram”-C4Ram’ H1Glu’-C3Ram’

H1Glu-C12aglic

Figura 27. Espectro HMBC del nucleo oligosacarido del compuesto purificado de la

fraccion 5.
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Figura 28. Comparacion de los espectros de *H-RMN (400 MHz, piridina-ds) en la regién
comprendida entre 4.0 y 6.0 ppm; i) acido operculinico B (Fraccidn F2), ii) compuesto

purificado de la fraccién F5.

Figura 29. Comparacion de los espectros de *C-RMN (100 MHz, piridina-ds) de la region
comprendida entre 14 y 36 pmm); i) dcido operculinico B (Fraccién F2), ii) compuesto

purificado de la fraccién F5.
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Cuadro 8. Constantes espectroscépicas (RMN *H y *C) del dcido operculinico B
peracetilado y el compuesto purificado F5.

Ac. operculinico B peracetilado Compuesto F5
Posicién 6 H 6C 6H 6C

Glu-1 5.10d (7.7) 100.59 5.12 d (8.0) 100.16
2 4.11dd (7.7, 9.5) 77.03 4.13 dd (8.0, 9.6) 77.03
3 5.82 dd (9.5, 9.5) 75.72 5.85 dd (9.6, 9.6) 75.25
4 5.40 dd (9.5, 9.5) 70.18 5.42 dd (9.6, 9.6) 69.74
5 4.17 * 82.01 4,19 * 81.48
6a 4.40 dd (2.2, 12.5) 4.45dd (2.2, 12.1)
6b 4.59 dd (5.2, 12.5) 63.14 4.59 * 62.71
Ram-1 5.42 brs 98.61 5.43 brs 98.16
2 5.58 * 71.49 5.61 * 71.04
3 5.70 dd (4.0, 9.2) 69.85 5.70dd (3.6, 6.4) 69.4
4 4.18 dd (9.2, 9.2) 72.39 4.18 dd (9.6, 9.6) 72.75
5 4.76 dqg (9.2, 6.1) 68.16 4.78 dq (9.2, 6.0) 67.7

1.69d (6.1) 18.87 1.68d (6.1) 18.44
Ram’-1 5.35 brs 100.96 5.36 brs 100.49
2 5.50 * 73.03 5.51 * 72.56
3 4.57 dd (9.5, 9.5) 77.82 4,59 * 77.37
4 4.26 * 77.46 4,27 * 77.31
5 4.26 * 68.56 4,27 * 68.09

1.60d (5.5) 19.20 1.58 d (5.3) 18.76
Ram™’-1 572 * 98.65 5.73 brs 98.14
2 5.80 br d (3.5) 70.85 5.79 dd (1.6, 3.6) 70.38
3 572 * 71.71 5.70 * 71.09
4 5.58 dd (10.0, 10.0) | 71.36 5.59 dd (10,0, 10.0) | 70.80
5 4.28 dq (10.0, 6.1) 68.26 4.28 * 67.81

1.34d (6.1) 17.94 1.33d (6.2) 17.49
Glu’-1 5.22.d (7.9) 100.81 5.23d (8.0) 100.34
2 5.38 dd (7.9, 9.5) 72.87 5.39 dd (9.6, 9.6) 72.42
3 5.73 dd (9.5, 9.5) 73.44 5.75dd (9.2, 9.2) 72.96
4 5.52 dd (9.5, 9.5) 69.04 5.54 dd (9.6, 9.6) 68.58
5 4.06 * 73.19 4.08 * 72.88
62 4.53 dd (2.2, 12.5) 4.54 dd (2.0, 12.4)
6b 4.80dd (3.3, 12.5) 62.11 4.82 dd (3.6, 12.8) 61.65

Datos registrados a 400 MHz para RMN H y a 100 MHz para RMN BCen piridina-ds. Los desplazamientos
quimicos se encuentran en ppm en relacidon 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. Los patrones de acoplamiento estan expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial
ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en
experimentos de correlacidon homonuclear 'H-'H (CoSsY, TOCSY) y heteronuclear 'H-c (HsQC, HMBC).
Abreviaciones: ram = ramnosa, glu = glucosa.
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En el cuadro 9 muestra los desplazamientos quimicos BC-RMN que corresponden a los
carbonos que constituyen el acido graso de la aglicona de F5. Estos valores se comparan
con los descritos para el acido graso que conforma la aglicona del acido turpético C
(Wenbing et. al., 2012), aislado de las partes aéreas de Operculina turpethum; este
compuesto representa la primera resina caracterizada con el d4cido 12-
hidroxiheptadecanoico como aglicona. La similitud en los desplazamientos quimicos es
una evidencia de que la aglicona del compuestro purificado F5 corresponde al acido 12-
hidroxiheptadecanoico vy, por lo tanto, este producto corresponde al acido turpético C

(Figura 30), que presenta al dcido operculinico B como el nucleo oligosacérido.

Cuadro 9. Constantes espectroscopicas (*C-RMN) de la aglicona del 4cido turpético Cy
del compuesto purificado F5.

Acido turpético C | Compuesto puro F5
Posicién 6C 6C

1 175.9 174.0

2 34.7 34.4

3 25.4 25.7
4-9 29.3-29.9 29.5-30.1
10 25.3 25.3
11 33.7 34.1
12 77.7 78.6
13 35.1 35.3
14 24.9 25.2
15 32.1 32.2
16 22.7 23.0
17 14.0 14.3
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7.3.4.2 Purificacidon del acido glicosidico mayoritario de la fraccion 6.

La totalidad de la fraccidon 6 (79.6 mg) se sometid a la técnica de reciclaje y rasurado de
pico (Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002), para purificar el componente
mayoritario de la fraccién, utilizando HPLC a nivel preparativo bajo las siguientes
condiciones instrumentales de trabajo: columna Waters symmetry® C18 (19 x 300 mm,
7u); fase movil: CH3CN:H,0 (9:1); flujo: 8.0 mL/min; detector: UV; volumen de inyeccidn
de la muestra: 500 pL (39.8 mg/500 uL).

=
===\

————

e —————

Figura 31. Purificacion del acido glicosidico peracetilado mayoritario presente en la

fraccion 6; (--- indica los fragmentos eliminados del pico).

La técnica de “rasurado de pico” permitié la eliminacién de homdlogos que se encuentran
en menor proporcion. El reciclaje del pico durante 7 ciclos permitié la purificacion total del
acido glicosidico mayoritario presente en la fraccién 6 (Figura 31). Asi se obtuvieron 30 mg

de un sélido blanco con p.f. de 104-105 °Cy rotacién dptica: [a]p de -32.0 (c 0.1, MeOH).
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El compuesto purificado se analizé por EM-ESI en modo positivo (Figura 32), obteniéndose
un valor de 1536 uma y una férmula molecular calculada de C;1H103036, con base en el idon
de m/z 1559.64502 [M + Na]" (calcd. para C71H10s03¢Na [M + Na]*, requiere 1559.65125, A
= -3.99 ppm); la masa observada para este compuesto representa una diferencia de 14
unidades de masa por encima del acido operculinico A descrito con anterioridad en las
partes aéreas de I. purga (Castafieda-Gémez, 2010). Esta diferencia indicd que se trata de
un acido glicosidico novedoso que tiene en comun la porcién oligosacdrida con el acido

operculinico A previamente reportado.

amostra21 #1 RT:0.02 AV: 1 NL: 8.90E8
T: FTMS + p ESI Full ms [900.00-1700.00]

1005 1559.64502
95:

= 1559.64502

157561658

Relative Abundance
g

151763623

937.13422  997.69672 105956702 111856665  1192.99866 ) M‘M 1621.73340 167165613

I B L LA e e s e s i T T T e e

900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700
miz

127156226
L 1379.08582 1427.60376

Figura 32. Espectro de masas de alta resolucion (EM-ESI, modo positivo) del componente

mayoritario purificado de la fraccion 6.

Para comprobar lo anterior, el compuesto purificado se analizé mediante la técnica de
RMN. El analisis de los espectros de "H-RMN (Figura 33) y “*C-RMN (Figura 34), asi como
los experimentos bidimensionales (ver anexos), permitieron definir los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento para los constituyentes del nucleo

oligosacarido (Cuadro 10) tal como se describié en la seccion anterior.
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Figura 33. Espectro de *H-RMN del compuesto mayoritario purificado de la fraccién 6 (400

MHz, piridina-ds).

Figura 34. Espectro de *C-RMN del compuesto mayoritario purificado de la fraccién 6

(100 MHz, piridina-ds).
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Cuadro 10. Constantes espectroscépicas (RMN *H y *C) del acido operculinico A

peracetilado y el compuesto mayoritario F6.

Acido Operculinico A peracetilado F6 mayoritario

Posicion 6H 6C 6H 6C
Fuc-1 4.99d (7.5) 99.9 5.0d (7.6) 100.1
2 4.34 dd (9.5, 7.5) 73.9 4.34 dd (10,7.6) 73.5
3 5.50 dd (9.5, 3.0) 68.4 5.51* 68.6
4 5.53d (3.0) 72.1 5.57 brs 70.9
5 4.04 dd (6.5, 0.5) 68.8 4.07 (6.4, 0.8) 68.6
6 1.24 d (6.5) 16.0 1.27 d (6.4) 16.2
Ram-1 5.50 brs 97.8 5.50 brs 98.0
2 5.60 dd (3.0, 1.5) 70.7 5.59 dd (3.6, 1.6) 71.6
3 5.74 dd (9.5, 6.5) 71.0 5.74dd (9.6, 6.4) 72.0
4 4.19 dd (10.0, 9.5) 81.3 4.20dd (10.0,9.2) | 82.1
5 4.84dq (9.5, 6.5) 67.4 4.84* 68.2
6 1.69 d (6.0) 18.1 1.70d (6.0) 18.1
Ram’-1 5.35 brs 100.2 | 5.35 brs 100.4
2 5.53 m* 71.2 5.50* 72.9
3 4.56 dd (8.0, 3.5) 77.1 4.57 dd (8.4, 3.6) 77.9
4 5.50 m* 68.4 5.50* 68.3
5 4.25 dq (6.0, 10.0) 77.2 4.25 dq (5.8, 10) 78.1
6 1.57 d (5.5) 18.4 1.59d (5.6) 18.3
Ram™’-1 5.70 brs 97.9 5.70 brs 98.1
2 5.77 dd (3.5, 1.5) 70.0 5.77 dd (3.2, 1.2) 70.6
3 5.67 dd (10.5, 3.5) 69.0 5.66 dd (10.4,3.6) | 69.6
4 5.57 m 70.7 5.60 m* 71.4
5 4.26 dd (10.0, 6.5) 67.4 4.27 (9.6, 6.4) 68.2
6 1.32d (6.5) 17.2 1.35d (6.4) 17.3
Glu-1 5.22.d (7.5) 100.1 | 5.23d(8.0) 100.3
2 5.37t(9.5) 72.1 5.36* 72.0
3 5.73t(9.5) 72.8 5.731(9.2) 73.0
4 5.50t(9.5) 74.4 5.51% 75.2
5 4.08 ddd (10.5, 3.0, 3.0) 72.5 4.10* 72.9
6a 4.51dd (12.5, 2.5) 617 4.53 dd (12.4, 2.0) 62.2
6b 4.80 dd (12.5, 3.5) ' 4.79 dd (12.4, 3.6) |

Datos registrados a 400 MHz para RMN H y a 100 MHz para RMN BCen piridina-ds. Los desplazamientos
quimicos se encuentran en ppm en relacidon al TMS. Las constantes de acoplamiento se encuentran en
paréntesis y estdn expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos marcados con un asterisco (*) indican
sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estdn expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial
ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en
experimentos de correlacién homonuclear 'H-"H (COSY, TOCSY) y heteronuclear 'H-"*C (HSQC, HMBC).
Abreviaciones: fuc= fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa.
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La comparacién de los datos espectroscopicos permitié concluir que el compuesto aislado
efectivamente presenta la misma porcidon oligosacdrida que el acido operculinico A
previamente reportado, y que la diferencia se encuentra en el acido graso que forma la

macrolactona que consta de 17 carbonos (Figura 35).

OAc
O
AcQO O
o]
@]
AcO
OAc
HC e
O
o OAc
CHs 0O
AcQ O o
A
AcO : Ac = CH,CO
OAc
AcQO O
AcQ OAc HO

Figura 35. Estructura propuesta para el acido glicosidico peracetilado mayoritario de F6.
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7.3.4.3 Purificacion del acido glicosidico minoritario de la fraccién 6.

La fraccion 6 residual (20 mg) de la purificacién del acido glicosidico mayoritario, se
sometid a la técnica de “reciclaje” y “rasurado de pico” (Pereda-Miranda y Hernandez-
Carlos, 2002), con la finalidad de obtener el componente minoritario presente en la
fraccion. Las condiciones cromatograficas fueron: columna Waters symmetry® C18 (19 x
300 mm, 7u); fase movil: CHsCN; flujo: 8.0 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccién de

la muestra: 500 pL (20 mg/500 pL).
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Figura 36. Purificacion del acido glicosidico peracetilado minoritario de F6.

La técnica de “rasurado de pico” permitid la eliminacién de impurezas. El reciclaje del pico
durante 6 ciclos permitié la purificacion total del acido glicosidico minoritario presente en
la fraccién 6 (Figura 36). Asi se obtuvieron 9 mg de un sélido blanco con p.f. de 92-94 °Cy

rotacion dptica: [a]p de -28.3 (¢ 0.12, MeOH).

El compuesto purificado se analizé por EM-ESI en modo positivo (Figura 37), registrandose
la especie [M+Na]" con m/z 1271, indicando que se trata de un compuesto de peso
molecular 1248 uma con una diferencia de 14 unidades de masa por encima del acido
operculinico C, previamente descrito para la raiz de Operculina macrocarpa (Ono et al.,
1989) e I. batatas (Rosas-Ramirez et al., 2011). Esta diferencia revelé que se podria tratar
de un acido glicosidico novedoso que tiene la misma porcidn oligosacdrida que presenta el

acido operculinico C.
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Figura 37. Espectro de masas (EM-ESI, modo positivo) del componente minoritario de la

fraccion 6.

Para comprobar lo anterior, se realizdé la misma secuencia de andlisis espectroscépico
aplicada para el costituyente mayoritario de la F6; en primer lugar, el compuesto
purificado se analizé6 mediante la técnica de RMN. El anlisis de los espectros *H-RMN
(Figura 38) y *C-RMN (Figura 39), asi como los experimentos bidimensionales (ver
anexos) permitid establecer los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento para los constituyentes del nicleo oligosacarido, tal como se describié en la

seccidon 6.3.4.1.

En el Cuadro 11 se muestran los datos espectroscépicos de los protones y los carbonos de
cada una de las unidades monosacaridas que constituyen la porcién oligosacdrida del

acido glicosidico peracetilado minoritario purificado de la fraccién 6.
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Figura 38. Espectro de *H-RMN del compuesto minoritario purificado de la fraccién 6 (400

MHz, piridina-ds).

Figura 39. Espectro de *C-RMN del compuesto minoritario purificado de la fraccién 6 (100

MHz, piridina-ds).

64



Cuadro 11. Constantes espectroscépicas (RMN 'H y 13C) del compuesto minoritario F6.

F6 minoritario

Posicion 6H 6C
Fuc-1 5.00d (8.0) 99.89
2 4.40 dd (7.6, 9.6) 68.67
3 5.54 dd (3.2, 10.0) 71.83
4 5.62* 70.63
5 4.09 g (6.8) 69.95
6 1.28 d (6.4) 16.84
Ram-1 5.48 brs 100.23
2 5.62 * 71.47
3 5.77 * 70.68
4 4.30 * 67.81
5 4.99 dd (6.4, 10.0) 68.04

1.75d (6.1) 18.91
Ram’-1 5.47 brs 99.95
2 577 * 70.71
3 5.61* 71.64
4 4.29 * 68.02
5 441 * 68.43

1.65d (6.1) 18.78
Ram™-1 5.58 brs 97.51
2 5.73 dd (1.6, 3.6) 71.13
3 4.29 dd (3.2, 9.6) 79.61
4 4.40 * 73.13
5 430 * 68.37
6 1.39d (6.2) 18.02

Datos registrados a 400 MHz para RMN 'H y a 100 MHz para RMN Bcen piridina-ds. Los desplazamientos
quimicos se encuentran en ppm en relacidon 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. Los patrones de acoplamiento estdn expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial
ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en
experimentos de correlacién homonuclear 'H-"H (COSY, TOCSY) y heteronuclear 'H-"*C (HSQC, HMBC).
Abreviaciones: fuc= fucosa, ram = ramnosa.
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La asignacion de los datos espectroscépicos permitié concluir que el compuesto aislado,
en efecto, esta constituido por la misma porcidon oligosacdrida que la del acido
operculinico C previamente descrito, y la diferencia entre ambas moléculas se encuentra
en el acido graso que forma la macrolactona, que consta de 17 carbonos (Figura 40), como

se descubrié para los acidos glicosidicos peracetilados descritos en las secciones

anteriores.
Ohc
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Figura 40. Estructura propuesta para el acido glicosidico peracetilado minoritario de F6.
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7.3.4.4 Caracterizacion de la longitud del acido graso que forma la aglicona.

Se realizé el comparativo de los espectros >C-RMN en la regién alifitica para el
compuesto mayoritario de la fraccion 6 y el acido operculinico A peracetilado, este ultimo
cuya aglicona estd formada por el acido jalapindlico (11S-hidroxihexadecanoico),
previamente caracterizado en nuestro grupo de trabajo (Pereda-Miranda et al., 2010)
(Figura 41) (véase Cuadro 9). El compuesto purificado de la fraccién 6 muestra una sefial
adicional en el espectro BC-RMN en la region alifatica, por lo que el acido graso que
constituye la aglicona consta de 17 carbonos; esta informacién se complementa con los

resultados obtenidos por EM.

Figura 41. Comparativo de los espectros de *C-RMN en la regién alifatica; i) acido

operculinico A, ii) compuesto mayoritario purificado de la fraccién 6.

Ademds mediante el analisis comparativo de los espectros de BC.RMN en la region
alifatica correspondiente a los tres acidos glicosidicos peracetilados aislados de la fracciéon
5 y 6 (Figura 42), se pudo identificar que los tres acidos glicosidicos purificados estan
constituidos por el mismo dacido graso que forma la aglicona, ya que las sefiales
espectroscépicas obtenidas son las mismas en cantidad y en desplazamiento quimico,
ademas de que se logré observar que la diferencia esta en el tipo de azlcares que

constituye cada nucleo oligosacarido de los compuestos purificados.
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Figura 42. Comparativo de los espectros de *C-RMN en la regién alifatica; i) compuesto
purificado de la fraccién 5, ii) compuesto mayoritario purificado de la fraccién 6, iii)

compuesto minoritario purificado de la fraccién 6.

Finalmente se observé que los tres acidos glicosidicos peracetilados, purificados de las

fracciones 5y 6, estan constituidos por el acido 12-hidroxiheptadecanoico como aglicona.
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8. CONCLUSIONES.

1. Se optimizé un procedimiento analitico en HPLC empleando una columna de fase
inversa C18, para la separacién y la purificacion a nivel preparativo de los acidos
glicosidicos constitutivos de las resinas glicosidicas solubles en diclorometano-etanol (1:1)

de las raices comerciales de jalapa brasilefia.

2. Se realizé la purificacién y la elucidacidon estructural de cinco acidos glicosidicos
mayoritarios presentes en el extracto organico total de las raices comerciales de la jalapa

brasilena.

3. Se identificaron tres &acidos glicosidicos conocidos: los acidos operculinicos A y B
(pentasacdridos del acido 11-hidroxihexadecanoico) y el acido turpético C (pentasacdrido
del 4acido 12-hidroxiheptadecanoico), que constituyen los nucleos oligosacaridos

mayoritarios de las resinas de las jalapas brasilefias y de la India, respectivamente.

4. Se elucidd la estructura quimica de dos acidos glicosidicos novedosos mediante el
empleo de las técnicas de RMN y EM. El andlisis estrutural permitié identificar la misma
secuencia de carbohidratos descrita para los acidos operculinicos A y C, sin embargo, su

aglicona se identificé como el acido 12-hidroxiheptadecanoico.

5.- Los compuestos purificados constituyen una evidencia adicional para la existencia de
acidos grasos hidroxilados con cadenas hidrocarbonadas impares entre los miembros de la

familia de las convolvulaceas.
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10. ANEXOS.

10.1 Espectros de RMN en 2D del acido glicosidico purificado de la fraccién 5.
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HSQC (ampliacion)
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10.2 Espectros de RMN en 2D del acido glicosidico mayoritario purificado de la fraccién
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10.3 Espectros de RMN en 2D del acido glicosidico minoritario purificado de la F6.
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