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RESUMEN

Del extracto hidroetandlico de las semillas de Annona purpurea Moc. & Senssé ex
Dunal recolectada de la regién de Las Salinas, Comunidad de Chicomuselo en el
Estado de Chiapas, se aislaron tres ciclopéptidos. Dos de los cuales fueron
caracterizados por espectrometria de masas de alta resolucidon y espectroscopia
de IR, UV, RMN de 'H y ®C, experimentos de RMN como HSQC, HMBC, COSY,
ROESY y DEPT, donde uno de ellos resulté ser un nuevo ciclopéptido, el cual fue
nombrado como ciclopurpuracina, el segundo ciclopéptido presentd una secuencia
de aminoacidos similar al ciclopéptido ciclosenegalina A, reportado previamente
en Annona senegalensis. Por otro lado, el tercer ciclopéptido se caracterizé por
difraccion de rayos X, resultando ser el ciclopéptido conocido como anomuricatina

A, aislado con anterioridad de semillas de Annona muricata.
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ABSTRACT

From the hydroethanolic extract of the Annona purpurea Moc. & Senssé ex Dunal
seeds collected from Las Salinas region, Chicomuselo Community at State of
Chiapas, three cyclopeptides were isolated. Two of the cyclopeptides were
characterized by high-resolution mass spectrometry and IR, UV, 'H and '*C NMR
spectroscopy, NMR experiments such as HSQC, HMBC, COSY, ROESY and
DEPT. One of them turned out to be a new cyclopeptide, which was named
cyclopurpuracin. A second cyclopeptide presented an amino acid sequence similar
to the one previously reported in Annona senegalensis (cyclosenegalin A). The
third cyclopeptide was characterized by X-ray diffraction, resulting to be the known

cyclopeptide anomuricatin A which is present in Annona muricata seeds.



1 INTRODUCCION

La familia Anonaceae tiene como caracteristica la de contener sustancias
bioactivas de estructuras quimicas variadas, en raiz, hojas, corteza, pulpa y
semillas. En esta familia se han identificado y reportado alcaloides, flavonoides,
acetogeninas y ciclopéptidos. La bioactividad de estos metabolitos esta
relacionada con sus efectos insecticida, antitumoral, antibacteriano, antimalarico,
leishmanicida, propiedades antihelminticas y actividad citotoxica (Andrés-Agustin

etal, 2011)

En los ultimos afos se ha mostrado interés por los ciclopéptidos presentes en las
anonaceas. Estos son un grupo especial de péptidos que han sido evaluados por
sus actividades bioldgicas significativas como antimicrobianos, antifungicos,
antibacterianos, antitumorales, entre muchas otras. Ejemplos de farmacos que
contienen ciclopéptidos son la gramicidina y bacitracina, que hoy en dia
constituyen una alternativa a los antibiéticos como la penicilina y sulfamidas, ya

gue actuan como antimicrobianos de amplio espectro (Shinde et al, 2013).

Se ha documentado la presencia de ciclopéptidos en los diferentes reinos de la
naturaleza; tan sélo en el reino vegetal se han reportado mas de 455 ciclopéptidos
de 1945 a 2017, principalmente en las familias Caryophyllaceae, Rubiaceae,
Compositae, Rhamnaceae y Annonaceae (Tan y Zhou, 2006: Ramalho et al,
2018). En las semillas del género Annona donde se ubican frutos como la
guanabana (Annona muricata) y la chirimoya (Annona cherimola) pertenecientes a

la familia Annonaceae, se han aislado ciclopéptidos como la annomuricatina B con

1



actividad citotoxica en células de carcinoma de ascitis de Erlich y ascitis de
Linfoma de Dalton (Dahiya et al, 2009). El cherimolaciclopéptido E ha evidenciado
tener una actividad antihelmintica similar al mebendazol (Dahiya et al, 2008),
también se ha explorado la actividad vasorelajante de ciclopéptidos como la

ciclosquamocina B aislada de Annona squamosa (Morita, et al, 2006).

Como se observa, el género Annona es una fuente importante de ciclopéptidos y
cabe resaltar que nuestro pais cuenta con 13 especies de este género, varias de
ellas endémicas de México y Centroamérica. Por ejemplo, la Annona purpurea es
utilizada tradicionalmente para diversos propositos y ha sido ampliamente
explorada en el aislamiento de metabolitos secundarios como acetogeninas
(Chavez y Mata, 1998; Chavez y Mata, 1999), alcaloides y flavonoides. Sin
embargo, a la fecha no se han publicado estudios de aislamiento de ciclopéptidos
presentes en esta planta (Andrés-Agustin et al, 2011). Por lo que en este trabajo
se planteé como objetivo: aislar y caracterizar los ciclopéptidos que pudieran estar
contenidos en las semillas de Annona purpurea. La descripcibn de los
ciclopéptidos presentes en las semillas de esta planta contribuira a ampliar el
conocimiento de la quimica de Annona purpurea. La determinacién de la
composicién y estructura de los ciclopéptidos permitira explorar su relacién
estructura- actividad, ya que hoy en dia continta vigente la busqueda de nuevos
farmacos con valores mayores de eficiencia y bajo riesgo terapéutico en los seres
humanos. Es evidente que el conocimiento de estos metabolitos secundarios

coadyuve al entendimiento de la funciéon de los ciclopéptidos en las plantas,



debido a que aun no se sabe con seguridad si actian como mecanismos de

defensa, atraccion, reabsorcién de nutrientes minerales, entre otros aspectos.

2 ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes de los ciclopéptidos

En los ultimos afos se ha observado un interés creciente por biomoléculas
conocidas como péptidos, mismas que presentan una amplia variedad de
actividades biolégicas o muestran un alto valor nutricional (Shinde et al, 2013,
Abdalla et al, 2018). En términos de estructura y funcién los péptidos han ganado
especial atencién, ya que actian como neurotransmisores, hormonas o como
moléculas de senalizacion en la respuesta inmune (Abdalla et al, 2018). Una clase
particular de péptidos son los llamados ciclopéptidos recientemente conocidos
como orbitidos (Ramalho et al, 2018), compuestos ciclicos formados
principalmente de L-amino&cidos esenciales, aunque también pueden contener D
y L-aminoacidos no proteicos (Tan y Zhou, 2006). Los ciclopéptidos pueden estar
constituidos desde 2 hasta 80 aminodacidos, ciclizados a través del enlace
peptidico del amino inicial y carbonilo terminal, aunque también se puede ciclizar a
través de otros tipos de enlaces no peptidicos como el enlace de disulfuro y
enlaces éster (depsipéptidos), Figura 2.1. No sélo pueden estar conformados de

un ciclo, sino también mas ciclos pueden formar la molécula ciclopeptidica.
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Figura 2.1 Solomonamida A, ciclopéptido formado de residuos de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos. Malformina E, ciclopéptido constituido de dos
anillos, con enlaces peptidicos y de disulfuro.

Entre las ventajas que presenta la ciclizacion de los péptidos respecto a los
péptidos lineales es su mayor resistencia a la degradacién por exopeptidasas
debido a la falta de los extremos amino y carboxilo. Incluso pueden ser resistentes
a las endopeptidasas, ya que sus estructuras rigidas son menos susceptibles a la
hidrélisis. La ciclacibn de los péptidos también confiere una estabilidad
excepcional en términos de temperatura y pH (Abdalla et al, 2018). Cabe destacar
que mientras los péptidos lineales son flexibles y necesitan adoptar
conformaciones apropiadas para sus receptores, los péptidos ciclicos por el
contrario ya pueden tener la conformacion necesaria para unirse a un receptor
especifico y minimizar la entropia conformacional al unirse a las moléculas blanco
(Adamska et al, 2015). Otra caracteristica interesante de los ciclopéptidos es que
pueden adoptar disposiciones en forma de laminas que al apilarse crean conjuntos
tubulares huecos sostenidos por enlaces de hidrogeno intermoleculares formando

nanotubos o nanoparticulas con un gran potencial para una amplia gama de

aplicaciones biomédicas.



2.1.1 Ciclopéptidos como agentes terapéuticos

Las caracteristicas mencionadas anteriormente, como la rigidez estructural, la
selectividad del receptor, la estabilidad bioquimica y la eliminacion de la carga
terminal que aumenta el caracter lipofilico y por lo tanto mejora la permeabilidad
hacia la membrana celular, son propiedades que permiten que los ciclopéptidos se
proyecten como buenos agentes terapéuticos o estructuras para el disefio de
farmacos. Hasta ahora méas de 40 ciclopéptidos estan en el mercado farmaceéutico
y aproximadamente en promedio cada afo un nuevo ciclopéptido inicia su
comercializacién (Abdalla et al, 2018). Ejemplos de agentes terapéuticos de
ciclopéptidos ampliamente utilizados son: los antibiéticos ciclosporina A (Figura
2.2), daptomicina y polimixina B; los analogos de la hormona oxitocina (Figura
2.3), octreodina y vasopresina; el inmunosupresor ciclosporina (Shinde et al,
2013). Recientemente la oficina de Administracion de Farmacos y Alimentos de los
Estados Unidos Americanos (FDA) aprobéd el ciclopéptido ziconitida aislado del
caparazén del caracol Conus magus. La zinconida es un analgésico usado para el
dolor crénico y severo, que bloquea de forma selectiva los canales de calcio tipo N
que controlan la neurotransmisidbn en muchas sinapsis. Cabe senalar que la
mayoria de los ciclopéptidos desarrollados clinicamente se derivan de productos
naturales y posteriormente se han sintetizado en el laboratorio (Abdalla et al,

2018).



Figura 2.2 Ciclosporina A, farmaco inmunosupresor aislado del hongo
Tolypocladium inflatum Gams
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Figura 2.3 Oxitocina, ciclopéptido de origen animal que actia como
neuromodulador

2.1.2 Fuentes de los ciclopéptidos
Los ciclopéptidos se encuentran en diferentes fuentes naturales de origen

animal, vegetal, fungico y bacteriano (Wang y Craik, 2016). En los hongos el
ciclopéptido amanita fue de los primeros publicados en 1941. La Ciclosporina y
vancomicina son ciclopéptidos de origen bacteriano, mientras que la oxitocina es
de origen humano. En el reino vegetal se han documentado hasta ahora mas de
455 ciclopéptidos en 26 familias de 65 géneros y 120 especies, en particular en la
familia Annonaceae, la cual abarca a una gran cantidad de géneros, entre ellos el
género Annona donde se ubican frutos como la guandbana (A. muricata) y la

chirimoya (A. cherimola) (Tan y Zhou, 2006, Morita et al, 1999; Ramalho et al,



2018). Una forma de clasificar a los ciclopéptidos de plantas basada en su
composicidn, estructura quimica y origen fue propuesta por Tan y Zhou (2006). La
primera divisién esta en funcién de la composicion y tipos de enlaces que forman
al ciclopéptido: heterociclopéptidos (ciclopéptidos constituidos de residuos de
aminoacidos, éteres, compuestos aromaticos, entre otros, unidos por enlaces
peptidicos, amida, éster, éter, carbono-carbono) y homociclopéptidos
(ciclopéptidos compuestos por residuos de aminoacidos unidos a traves del enlace
peptidico). La siguiente division se propone en funcion del nimero de ciclos que
componen a la estructura y finalmente se clasifican de acuerdo a la familia de
donde provienen y de las caracteristicas que tiene el anillo: ciclopéptidos
alcaloides (Tipo I), depsiciclopéptidos (Tipo Il), ciclopéptidos cariofilaceae (Tipo

VI), entre otros, como se ilustra en el Diagrama 2.1.

— Tipo (1)

Alcaloides

| Heteromono- | _]| T[i)po (Ih

ciclopéptidos _ oepsk
ciclopéptido
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~ Homociclopéptidos | -

Homodi- Tipo (VII)

ciclopéptidos Rubiaceae

Homopoli- Tipo (Vi)

ciclopéptidos Ciclotidos

Diagrama 2.1 Clasificacion de ciclopéptidos en plantas




2.2 Ciclopéptidos en el género Annona

Las plantas el género Annona son una fuente importante de ciclopéptidos, El
primero de ellos fue la annomuricatina A, aislado de las semillas de A. muricata (Li
et al,1995), desde entonces hasta la fecha de este género se han descrito 35

ciclopéptidos, principalmente de sus semillas, como se observa en la Tabla 2.1.

A diferencia de los ciclopéptidos descritos de otros reinos, como el fungico
donde es recurrente encontrar ciclopéptidos de mayor complejidad con dobles
anillos, N-metilados o la presencia de aminoacidos no proteicos, los ciclopéptidos
del género Annona estdn conformados por un solo ciclo, de tamafo pequefo
constituidos de cinco a nueve aminoacidos, con pesos moleculares aproximados
de 500 a 1000 Da, donde prevalece al menos un aminoacido de prolina y uno de
glicina. En los ciclopéptidos del género Annona, que continen prolina, ésta puede
adoptar las orientaciones cis o trans como en el caso de la ciclomontanina A
(Chuang et al, 2008). Los aminoacidos que componen a los ciclopéptidos de este
género, por lo general son de configuracién L, usualmente contienen aminoacidos
proteicos no polares como la alanina, valina, isoleucina, triptéfano, tirosina ademas
de prolina y glicina; un aminoacido proteico modificado recurrente en diez de los
treinta y cuatro ciclopéptidos reportados es la oxometionina (OMet) y Unicamente
en el ciclopéptido ciclomontanina B se ha encontrado un aminoacido de origen no

proteico como la quinurrenina (Knr) (Chuang et al, 2008).



Tabla 2.1. Ciclopéptidos aislados del género Annona

Especie/ Ciclopéptido Estructura PM Referencia
Origen
squamosa | annosquamosina A ciclo(-Pro-oMet-Thr-Ala-lle-Val-Gly-Tyr-) 848 Li et al., 1997
China Morita et al, 1999
squamosa | ciclosquamosina A ciclo(-Gly-Ser-Phe-Gly-Pro-Val-Pro-) 641 Morita et al., 1999
Malasia Yang et al., 2008
Taiwan
squamosa | ciclosquamosina B ciclo(-Gly-Leu-Met-GlIn-Pro-Pro-lle-Thr-) 837 Morita et al., 1999
Malasia Morita et al., 2006
ciclosquamosina C ciclo(-Gly-Leu-Mso-GIn-Pro-Pro-lle-Thr-) 853 Morita et al., 1999
squamosa | ciclosquamosina D ciclo(-Ser-Tyr-Tyr-Pro-Gly-Gly-Val-Leu-) 836 Morita et al, 1999
Taiwan Yang et al., 2008
ciclosquamosina E ciclo(-Gly-Gly-Val-Leu-Ser-Tyr-Tyr-Tyr-Pro-) 999 Morita et al., 1999
Yang et al., 2008
ciclosquamosina F ciclo(-Gly-Ala-Pro-Ala-Leu-Thr-Thr-Tyr-) 774 Morita et al., 1999
ciclosquamosina G ciclo(-Gly-Tyr-Pro-Met-Thr-Ala-lle- Val-) 832 Morita et al, 1999
ciclosquamosina H ciclo(-Gly-Pro-Thr-Val-Ala-Asp-Leu-) 653 Yang et al, 2008
ciclosquamosina | ciclo(-Thr-Thr-Tyr- Leu-Gly-Ala-Pro-Ala-) 774
squamosa | escuamina A ciclo(-Val-Thr-Gly-Tyr-oMe-Pro-lle-Ala-) 886 Shi et al, 1999
China /[ escuamina B (isémero isoméro: ciclo(-Val-Thr-Gly-Tyr-oMe-Pro-lle-Ala-) Yang et al, 2008
Taiwan de escuamina A) Min et al., 2000
escuamtina A polimorfo:ciclo(-Val-Thr-Gly-Tyr-oMe-Pro-lle-Ala-) Jiang et al., 2003
(estructuras polimorfas 3.5 H0
de escuamina A) polimorfo:ciclo(-Val-Thr-Gly-Tyr-oMe-Pro-lle-Ala-)
3.9 H,0
glabra y | glabrina A ciclo(-Pro-Gly-Leu-Val-lle-Try-) 642 Li etal, 1998
reticulata Wélé et al, 2009
China
Vietnam
glabra glabrina B ciclo(-Pro-OMet-Val-Ala-Val-Tyr-Gly-Thr) 835 Li et al, 1998
China glabrina C ciclo(-Pro-Gly-Tyr-Val-Leu-Ala-Leu-Val) 812 Li et al, 1999
glabrina D ciclo(-Pro-Pro-Val-Tyr-Gly-Pro-Glu) 739
montana ciclomontanina A ciclo(-Gly-yansPro-Thr-Trp-Ala-Asn-Leu-) 632 Chuang et al, 2008
Taiwan ciclomontanina B ciclo-(Gly-Pro-Thr-Kyn-Ala-Asn-Leu) 643
ciclomontanina C ciclo(-Phe-Pro-Pro-Thr-Phe-Asn-His- Val-Asn-) 955
ciclomontanina D ciclo(-Pro-Gly-Leu-Pro-Tyr-Ala-Asn-) 614
muricata anomuricatina A es la ciclo(-Val-Ser-Ala-Pro-Gly-Phe) 558 Li et al, 1995
China misma que Wélé et al, 2004
Senegal anomuricatina C
montana 558 Chuang et al, 2008
Taiwan
muricata anomuricatina B ciclo-( Pro -Asn- Ala -Trp - Leu - Gly- thr-) 740 Li et al, 1998
China
reticulata cicloreticulina A ciclo(Pro-Gly-Asp-lle-Ser-lle-Tyr-Tyr-) 908 Wélé et al, 2008
Vietnam cicloreticulina B ciclo(Pro-Mso-Tyr-Gly-Thr-Val-Ala-Val-) 834
cicloreticulina C ciclo(-Pro-Gly-GIn-Pro-Pro-Tyr-Val) 738 Wélé et al, 2009
cherimola cherimolaciclopéptidoA ciclo(-Pro-GIn-Thr-Gly-Met-Leu-Pro-lle-) 837 Wélé et al, 2004
Esparia cherimolaciclopéptido B ciclo(-Pro-GIn-Thr-Gly-Mso-Leu-Pro-lle-) 853
cherimolaciclopéptido C ciclo(-Pro-Gly-Ala-Ala-Trp-lle-Pro) 692 Wélé et al, 2004
cherimolaciclopéptido D ciclo (-Pro—Gly-Leu—-Asn—Ala —-Val =Thr-) 652 Wélé et al, 2005
cherimolaciclopéptido E ciclo(-Pro-Gly-Leu-Gly-Phe-Tyr-) 634
cherimolaciclopéptido F ciclo(-Pro-Gly-Met-Gly-lle-Tyr-Leu-Pro-Met-) 959 Wélé et al, 2005
cherimolaciclopéptido G ciclo (-Pro-Gly-Ala-Val-Pro-lle-Tyr-) 768 Wélé et al, 2006
senegalen | ciclosenegalina A ciclo (Pro-Gly-Leu-Ser-Ala-Val-Thr-) 625 Wélé et al, 2002
sis ciclosenegalina B ciclo (-Pro-Gly-Tyr-Val-Tyr-Pro-Pro-Val-) 872
Senegal
glauca glaucaciclopéptido A ciclo (-Pro—-Gly-Ala —Gly —Val —Val —-Leu-) 593 Wélé et al, 2005
Senegal
glauca glaucaciclopéptido B ciclo (-Pro-Gly-Met-Gly-lle/Leu-Tyr- lle/Leu) 732 Wélé et al, 2006
Senegal




Por otro lado, como en muchos productos naturales, su presencia es recurrente y
se han descrito ciclopéptidos en diferentes especies del mismo género
provenientes de distintos paises, un ejemplo es el ciclopéptido glabrina A aislado
en: A. reticulata de Vietnam (Wéle et al, 2008), A. glabra de China (Wéle et al,
2009) y A. senegalensis originaria de Senegal (Wéle et al, 2002).
chirimolaciclopéptido B se ha reportado en A. squamosa de China (Yang et al,
2008) y en A. chirimola proveniente de Espafa (Weéle et al, 2004), otro ciclopéptido
descrito en dos especies es la annomuricatina C reportada en A. montana de
Taiwan y en A. muricata de Senegal. La mayoria de los ciclopéptidos aislados en
de este género son soélidos amorfos, excepto cinco de ellos: annomuricatina B,
annomuricatina A, glabrina A, cicloreticulina B y escuamina A que presentan
estructuras cristalinas. También se tienen estructuras polimoérficas como la
escuamina A (Min et al, 2000) donde la diferencia radica en la asociacién a
moléculas de agua de cristalizacion, asi como la conformaciéon de las cadenas
laterales de la metionina, obteniéndose dos polimorfos Ciclo-(Val-Thr-Gly-Tyr-

OMet-Pro-lle-Ala-) 3.5 H.O y Ciclo-(Val-Thr-Gly-Tyr-OMet-Pro-lle-Ala-) 3.9 H.0.

2.3 Annona purpurea

2.3.1 Generalidades de la Annona purpurea
Las especies del género Annona se emplean como fuentes de recursos de alto

valor econdémico, por ejemplo, los frutos se utilizan para preparar dulces, helados y
bebidas, mientras que los extractos de las hojas, tallos y semillas se emplean
como insecticidas, antiparasitarios, entre otros. Una de las especies endémicas de
la zona tropical y subtropical de México y Centro América perteneciente a este

género es la Annona purpurea Moc. & Senssé ex Dunal, cuyo nombre mas comun
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es cabeza de negro (Veracruz), cabeza de llama (Veracruz y Oaxaca), chack-oop
y chincuaya (Yucatan). La Annona purpurea es un arbol pequeno cuyas medidas
oscilan entre 6 y 10 m de altura (Figura 2.4); presenta un tronco corto, hojas
grandes onduladas, flores sésiles, fruto de forma esférica u ovoide que va de 15
cm o mas. Sus semillas son abundantes y miden entre 2.5 y 3.0 cm de largo. La
pulpa es fragante y agradable al paladar (Andrés-Agustin y Andrés- Hernandez,
2011). En México las hojas se utilizan en remedio para la fiebre y la gripe, el
extracto de las semillas se emplea como insecticida debido a la toxicidad de estas

y el fruto se consume crudo o en jugo como bebida refrescante.

Figura 2.4 Morfologia de la especie Annona purpurea (arbol y fruto)

2.3.2 Estudios fitoquimicos de la Annona purpurea
De Annona purpurea se han registrado varias investigaciones previas debido

tanto a la variedad de constituyentes quimicos, como los usos de esta especie.
Sus estudios fitoquimicos involucran a mas de 57 compuestos aislados vy
caracterizados, los cuales incluyen esteroles, terpenoides, alcaloides,

isoquinolinas y acetogeninas de diversas partes de la planta (Chang et al., 2000).
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El grupo de Hostettmann (Cepleanu et al., 1993) describe el aislamiento de seis
acetogeninas del extracto de éter de petrdleo y diclorometano de las hojas
recolectadas en Panama, tres de tipo bis-THF adyacentes y dos bis-THF no
adyacentes. Las acetogeninas aisladas presentan actividad téxica contra larvas de
mosquito de la fiebre amarilla y actividad antifungica. Chavez y Mata (1998 y
1999) describen tres acetogeninas en el extracto de cloroformo-metanol de las

semillas de A. purpurea del estado de Veracruz, Figura 2.5.

HsC

Figura 2.5 Purpurediolina, acetogenina aislada de Annona purpurea

Chang y su equipo analizaron el extracto metandlico de las hojas de A.
purpurea proveniente de Taiwan, obteniendo dos alcaloides novedosos tipo
dehidroporfinas, junto con cinco alcaloides ya conocidos en otras plantas (Chang
et al, 1998). Este mismo grupo reporta tres alcaloides novedosos en el extracto
metandlico de los tallos de A. purpurea, junto con veintiocho compuestos ya
conocidos (Chang et al, 2000). Rejon-Orante (2011) aislé6 del extracto de
cloroformo de la raiz de A. purpurea de Chiapas un alcaloide tipo pirimidina-@3-
carbolina: annomontanina (Figura 2.6), la cual presenta efectos ansioliticos.
Sonnet y Jacobson (1997) reportaron ocho alcaloides tipo aporfinicos en hojas y
ramas de A. purpurea recolectadas en Puerto Rico. En la Tabla 2.2 se resumen

los metabolitos aislados y caracterizados de la Annona purpurea.
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Figura 2.6 Promucosina y annomontina, alcaloides de Annona purpurea
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Tabla 2.2 Metabolitos de Annona purpurea

Origen

Extracto

Compuesto

Nombre

Referencia

Panama
(Hojas)

Eter de
petréleo y
CHCl,

acetogeninas  bis-THF

adyacentes

roliniastatina,
butalacina,
purpureacina

acetogeninas
bis-THFno adyacentes

cherimolina,
silvaticina

Cepleanu et al, 1993

México
(Semillas)

CHCly
MeOH

acetogeninas  bis-THF
adyacentes

purpurediolina,
purpurenina,
purpureacina

Chavez y Mata 1998 y
1999

Taiwan
(Hojas)

MeOH

alcaloides
dehidroporfinas

7-hidroxi-
dehidrotalicsimidina,
7-formil-
dehidrotalicsimidina,
talicsimidina,
norpurpureina,
N-metilaurotetanina,
lirinidina,
N-metilasimilobina

Chang et al, 1998

Taiwéan
(Tallos)

MeOH

alcaloides

promucosina,
romucosina F,
romucosina G

oxoaporfinas

(+)-isocoridina,
lisicamina,
liriodenina,
oxopurpureina,
oxoglaucina

aporfinas

(+)-norpurpureina,
(-)-norglaucina,
(+)-nortalbaicalidina,
(+)-talicsimidina,
+)-purpureina,
-)-lirinidina,
+)-apoglaziovina

proaporfinas

morfinandienonas

-)-palidina,
-)-norpalidina,

(
(
(
(+ )-steparina
(
(
(+)-o-metilflavinantina

bencilisoquinolina

(+ )-reticulina

isoquinolona

talifolina

lactama

squamolona

acetogenina

purpurenina

bencenoides

metilparabeno,

acido isovanilico,

ac. vanilino,

ac. isovanilino,

ac. p-metoxibenzoico

esteroides

B-sitosterol,

y su B-D-glucésido
estigmasterol,

y su B-D-glucésido

Chang et al, 2000

Puerto
Rico
(hojas
ramas)

y

MeOH

alcaloides aporfinicos

o-metilaterolina,
oxopurpureina,
glaziovina,

stefarina,
norpurpureina,
purpureina,
isocoridina y
o-desmetilpurpureina

Sonnet y Jacobson,
1997

México
(raiz)

CHCls

alcaloides

pirimidina-p-carbolina y
annomontina

Rejon-Orante et al |,
2011
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3 JUSTIFICACION

Existen varios estudios realizados de diferentes partes de Annona purpurea,
para la obtencion de acetogeninas, alcaloides, flavonoides, lipidos, carotenos,
polifenoles, entre otros (Chang et al., 2000), sin embargo, hasta el momento en la
A. purpurea no se han efectuado estudios encaminados a la posibilidad de obtener
ciclopéptidos en las semillas. Frente a este panorama los frutos de A. purpurea de
México, representan un recurso natural para la obtencidbn de estructuras

novedosas relacionadas con este tipo moléculas.
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4 HIPOTESIS Y OBJETIVO

4.1 Hipotesis

Considerando que algunas especies del género Annona son fuentes de
ciclopéptidos, de potencial interés terapéutico, el estudio quimico de la Annona
purpurea perteneciente a este mismo género permitird el aislamiento y la

determinacion estructural de nuevos ciclopéptidos.

4.2 Objetivo General

Aislar y caracterizar estructuralmente los ciclopéptidos contenidos en el bagazo
de las semillas de la Annona purpurea cultivada en nuestro pais proveniente del

estado de Chiapas.
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5 DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Material y equipo

Los ciclopéptidos de las semillas procedentes de los frutos de Annona purpurea
se aislaron y purificaron a través de técnicas de maceracion, cromatografia en
columna abierta (CCA), cromatografia en placa preparativa (CPP), cromatografia
de liquidos por exclusidén de tamafo de alta presion (SEC-HPLC, siglas en inglés)
y cromatografia de liquidos en fase reversa de alta presién (RP-HPLC, siglas en

inglés). La c

aracterizaciéon de los ciclopéptidos fue por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
espectrometria de masas con desorcidn/lonizacidén laser asistida en matriz con
deteccion de masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS, siglas en inglés) y
espectrometria de masas por ionizacion por electrospray de alta resolucién con
deteccion de masas masa por cuadrupolo-tiempo de vuelo (HRESI Q-TOF MS
MS, siglas en inglés). Por otro lado, la configuracion absoluta de los aminoacidos
se obtuvo a través de la hidrélisis del ciclopéptido, el cual se derivatizé con el
reactivo quiral Marfey (Nq-(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanilamida) una vez
hidrolizado y se compard con los tiempos de retencidén de los estandares de los

aminoacidos D y L derivatizados.

Los diferentes disolventes utilizados para la maceracién, CCA, CCD y CPP
fueron: hexano, diclorometano (CH.Cly), acetato de etilo (AcOEt), metanol
(MeOH), etanol (EtOH), agua (H20), grado QP. En CCA se emple6 gel de silice
(SiO, Kieselgel 60 H Merck), para CPP se utilizaron placas de silice de gel 60 Fasq4

(20 x 20 cm y 2 mm de espesor). El andlisis por CCD se llevo a cabo utilizando
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cromatofolios de silice gel Merk 60 F2s4 (0.20 mm de espesor), como detector una
lampara de UV spectroline ENF-240C (A 254 nm y 365 nm) y como reveladores
disoluciones de ninhidrina en acetona al 1% y Cly/o-tolidina al 3% en agua. Los
disolventes utilizados para la purificacion por RP-HPLC y SEC-HPLC consistieron
en acetonitrilo (ACN), MeOH, acido trifluoroacético (TFA) y H,O grado HPLC. EI
cromatégrafo para SEC-HPLC fue un Akta avant 25 (General Electric), con
detector de UV (A 214 nm, 254 nm, 280 nm), columna Superdex Peptide 10-300
GL de exclusion de tamario molecular de 100 a 7000 Da. En RP-HPLC se trabajé
con un Cromatografo de liquidos Varian® ProStar, detector de UV (A 230 nm y 280
nm), columna Jupiter Proteo de Phenomenex (C8, 90 A, 250 mm x 4.6 mm), los
espectros de IR y UV fueron obtenidos en un equipo Perkin-Elmer FTIR/FIR
spectrum 400 por la técnica de reflectancia total atenuada (ATR, siglas en inglés) y
un equipo Thermo Scientific NanoDrop Lite respectivamente. Los experimentos de
RMN-'H, RMN-"3C y bidimensionales se trabajaron a 25 °C en equipos: Agilent
400 MR DD2 y Bruker ASCEND-700, con disolventes de acetona deuterada
(CDgCO) y DMSO-as. El espectro de Rayos X se obtuvo en un difractdmetro
Bruker Venture con una fuente de radiacion monocromética tipo Cu-Ka (A=
1.54178 A). Para el analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF se utilizé un
equipo Bruker Microflex con matriz de acido Sinapico y para en analisis HRESI Q-
TOF MS MS se usé espectrometria de movilidad iénica en un equipo Waters
Synapt G1 HDMS Q-TOF con ionizacién por electrospray. El software utilizado
para el analisis de los espectros de masas obtenidos del estudio HRESI MS MS
fue MassLynx (v 4.1) y los espectros obtenidos de RMN se analizaron con el

software de TOPSPIN (3.5) y MestReNova (9.0).
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5.2 Aislamiento de ciclopéptidos

5.2.1 Obtencion del material vegetal
Se recolectaron aproximadamente 30 kg de fruta madura de Annona purpurea

Moc. & Senssé ex Dunal de la regién de Las Salinas, Comunidad de Chicomuselo
en el estado de Chiapas (Figura 5.1). Un lote fue colectado en octubre del 2011 y
otro en octubre del 2016. La recoleccion estuvo a cargo del C. José Alfredo Rios
Montejo (SENASICA, Cintalapa, Chiapas). De la fruta se obtuvieron las semillas,
las cuales fueron lavadas con agua y desinfectadas con hipoclorito de sodio
comercial (clorox), posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente a la
sombra hasta tener un valor de humedad constante. Los ejemplares de la semilla
de Annona purpurea fueron depositados en el “Herbario de Plantas Utiles Efraim
Hernandez X”, Departamento de Fitotecnia, Universidad Auténoma Chapingo,
México. Una vez seca la semilla, la almendra fue removida de la cascara por
medio de unas pinzas mecanicas, obteniéndose 1.5 kg de almendras, la cual se
molié en una licuadora doméstica hasta obtener un tamano de particula de malla

200.

Figura 5.1.-Fruta de Annona purpurea con semillas
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5.2.2 Extracciéon por maceracion
Las almendras molidas de A. purpurea se sometieron a procesos de

maceracion con disolventes de polaridad creciente con hexano, CHxCl,, AcOEt,
MeOH, EtOH/H,O/AcOH (60:40:0.1% de acido Acético). 1.5 kg de material molido
fue colocado en un matraz con 3 L de hexano, se dej6 reposar durante tres dias.
Al término del tiempo el macerado se separd con papel filtro grueso y se eliminé el
exceso de hexano en un evaporador rotatorio al vacio. Posteriormente se
efectuaron dos maceraciones mas, cada una por tres dias, siguiendo los pasos
anteriores. Una vez terminada la maceracion con hexano se dej6 secar el bagazo
a temperatura ambiente para eliminar el disolvente residual. El bagazo de la
semilla se someti® nuevamente a maceracién con los otros disolventes de
polaridad creciente siguiendo el mismo procedimiento aplicado para el hexano; la

cantidad de extracto obtenido de cada maceracion se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Peso de los extractos obtenidos por maceracion de las semillas de
Annona purpurea, pruebas quimicas y de RMN-'H para ciclopéptidos

Extracto Peso (g) Revelado Revelado RMN-"H
Ninhidrina Clz/o-tolidina
Hexano 300 ¢ - - -
CH.Cl, 86 ¢ - - -
AcOEt 54 ¢ - + -
MeOH 46 ¢ + + +
EtOH/H,O/AcOH 35¢ + + +

5.2.3 Deteccion de ciclopéptidos por métodos quimicos sobre CCD
Se monitorea la presencia de ciclopéptidos y péptidos en todos los extractos de

los diferentes macerados por medio de dos pruebas quimicas complementarias:

ninhidrina y Cly/o-tolidina empleando cromatofolios por la técnica de CCD (Welé et
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al, 2004). Con la primera prueba se confirma que se tienen muestras ricas en
compuestos peptidicos, mientras que con la prueba de o-tolidina se descarta si los
compuestos peptidicos de la muestra son del tipo ciclopéptidos (Tan y Zhou,
2006). En los cromatofolios se empleé como testigo para ciclopéptidos la 2,5-

piperazindiona y como testigo para péptidos lineales el aminoacido de valina.

Se prepararon por duplicado cromatofolios con aplicaciones de los diferentes
extractos: hexano, CH.Cl,, AcOEt, MeOH, EtOH/H.O/AcOH y las moléculas
testigo: valina y el ciclopéptido 2,5-piperazindiona. Los cromatofolios se eluyeron a
la par con una mezcla de CHxCly/MeOH/H20 (5:4:1). Un cromatofolio se reveld
con una disolucion de ninhidrina al 1% en acetona por aspersion, mientras que el
otro se coloc6 en una cadmara que contiene un volumen pequefio de hipoclorito
comercial (clorox), permitiendo que los vapores de cloro interaccionen con el
cromatofolio durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejoé evaporar por
unas horas el exceso de cloro contenido en el cromatofolio (12 a 18 horas
aproximadamente). Una vez eliminado el exceso de cloro se procedié a rociar con
solucién de o-tolidina (0.5% en agua y acido acético glacial). La presencia de
manchas moradas en el cromatofolio revelado con o-tolidina indicé prueba positiva
para ciclopéptido (figura 5.2) y manchas rosas revelado con ninhidrina indicé
prueba positiva de péptidos lineales (figura 5.3). Es importante sefialar que fue
necesario comparar los resultados de los cromatofolios revelados con ninhidrina y
o-tolidina, eluidos al mismo tiempo, para establecer la presencia de ciclopéptidos.
Para evitar falsas interpretaciones, las muestras que dieron reaccidén positiva a

ciclopéptidos a través de las pruebas quimicas se analizaron nuevamente pero
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ahora por resonancia magnética nuclear de protén, RMN-'H, usando como
disolvente acetona-ds (CD¢CO). En el espectro de RMN-'H del extracto se
localizaron las sefales dobles de los protones caracteristicos del enlace peptidico

que se encuentras entre 7y 10 ppm.

Figura 5.2 Cromatofolio de los extractos
revelados con Cly/o-tolidina para ciclopéptidos
1) valina

2) 2,5-piperazindiona

) Extracto de MeOH

) Extracto de CHxCl,

) Extracto de AcOEt

) Extracto de EtOH/H>O/AcOH

7) Extracto de Hexano

Eluyente: CH2Cla/MeOH/H20 (5:4:1)

3
4
5
6

5.2.4 Fraccionamiento primario

del extracto

Figura 5.3 Cromatofolio de los extractos
revelados con ninhidrina para péptidos:
1) Extracto de Hexano

2) Extracto de CHxCl,

3) Extracto de AcOEt

4) Extracto de MeOH

5) Extracto de EtOH/H2O/AcOH

6) 2,5-piperazindiona

7) valina.

Eluyente: CH2Clo/MeOH/H20 (5:4:1)

hidroetandlico por

cromatografia en columna abierta
De los extractos obtenidos de las maceraciones con disolventes de polaridad

creciente, el extracto hidroetanolico dio prueba positiva a ciclopéptidos por
técnicas quimicas y RMN-'H. En vista de que el sélido obtenido del extracto
hidroetanolico aun contiene azucares y proteinas que interfieren en el aislamiento
de los ciclopéptidos, para eliminar una parte de ellos, se solubilizaron 20 g de este

extracto en 50 ml de MeOH al 98%, sabiendo que los azucares y algunas
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proteinas son insolubles en MeOH y los péptidos junto con los ciclopéptidos
presentan solubilidad en este disolvente (Tan y Zhou, 2006). El extracto
hidroetandlico resolubilizado en MeOH fue sometido a un anélisis por CCA usando
como fase estacionaria silica gel malla 60 en una relacién 1:30 por cada gramo de
muestra. El eluyente utilizado fue CH,Cl,/MeOH con incremento del disolvente
polar (MeOH) de 2% en 2% hasta 45%, se utiliz6 400 ml de cada mezcla de
eluyente (Welé et al. 2004). De la columna se obtuvieron un total de 243
fracciones, a las cuales se les efectuaron pruebas quimicas con ninhidrina, Cly/o-
tolidina para localizar las fracciones ricas en ciclopéptidos y patrones similares, las
fracciones que dieron prueba positiva a ciclopéptidos se analizaron por RMN-'H,
empleando acetona—ds (CDgCQO). Se obtuvieron 10 grupos de fracciones a los
cuales se les denomin6é como A, B, C, D, E, F, G, H, I, J (ver pesos en Tabla A1 en
anexo). En el grupo de fracciones C, D y E se observaron solidos blancos, los
cuales de acuerdo a las pruebas quimicas contienen ciclopéptidos.
5.2.5 Cromatografia preparativa en placa de las fracciones C,Dy E

Las fracciones reunidas en los grupos C y D ricas en ciclopéptidos obtenidas de
la columna aun contenian muchos interferentes, por lo que se sometieron a un
proceso de purificacion por CPP. Para ello se utilizé una muestra de 100 mg de la
fraccion C, la cual se diluyé en 300 ml de MeOH y se aplicd en una placa de CPP
de silica gel 20 x 20 cm (2 mm de espesor), se eluyd con CH>Cl>:MeOH:H>0
(5.5:4:0.5) y finalmente se reveld con luz UV a 254 nm. De la CPP se obtuvieron
10 bandas nombradas C-I, C-1l, C-lll, C-IV, C-V y C-X (Tabla 2A de Anexo). De las

cuales las fracciones C-1V (0.0198g) y C-V (0.0133g) dieron reaccion positiva a
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ciclopéptidos, de la misma manera se traté una muestra de la fraccién D y E, ver

Tabla 2A de Anexo.

5.3 Purificacion de los ciclopéptidos por cromatografia de alta
presion
5.3.1 Purificacion por SEC-HPLC de la fraccion C-IV y C-V
Considerando la prueba positiva a ciclopéptidos y el tamano de muestra las bandas

C-IlV y C-V provenientes de la CPP resultaron adecuadas para el proceso de
purificacion en cromatografia de alta resolucién por exclusion de tamarno molecular
(SEC-HPLC, siglas en inglés). Se utilizé un equipo HPLC semipreparativo Akta avant
25, con detector de UV (A 214 nm, 254 nm, 280 nm), columna Superdex Peptide 10-
300 GL. Para la separacion se probaron varias fases moviles y flujos, la fase que
resultdé mas adecuada para la separacién fue EtOH/H.O (1:1) con un flujo de 0.5
ml/min. Las muestras se disolvieron en EtOH/H-O (1:1), la parte soluble fue sometida
a separacion por SEC-HPLC. La separacion de los componentes de la muestra de la
banda C-V (0.0133 g) resulté en 11 fracciones denominadas C-V4, C-V3, ...C-V12. Por
otro lado, de la banda C-IV se obtuvieron 7 fracciones nombradas como C-IV;.... C-
IV;. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para eliminar la fase mévil EtOH/H20,
de estas fracciones Unicamente las muestras denominadas C-V;, C-Vg, C-IV,4 C-IVg
fueron positivas a ciclopéptidos en RMN-'H (400 MHz, Acetona-ds). Se monitoreo la
pureza de las fracciones utilizando espectrometria de masas por MALDI-TOF, en cada
una de estas fracciones se observo un ion constante de 755 Da y otros iones que

indicaban la presencia de impurezas aun presentes en la muestra.
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5.3.2 Purificacion de las fracciones C-V7, C-Vg, C-1V,; C-IVg por RP-HPLC
semipreparativo

Las fracciones C-V7, C-Vg, C-IV4, C-IVg se sometieron a otro proceso de
purificacién por cromatografia de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC, siglas
en inglés). Las condiciones Optimas de purificacion se lograron con una columna
Jupiter Proteo C12, 250 x 4,6 mm, 4.0 ym, 90 A, fase mévil H,O (0.05% TFA):
ACN (0.05% TFA), gradiente de elucion (ver Tabla 5.2) y detector de UV (A= 215
nm). El cromatograma de separacién se presenta en la Figura 5.4, los compuestos
presentes en los picos mas abundantes se liofilizaron y se analizaron por
espectrometria de masas por MALDI-TOF y RMN-'H en acetona-ds. De las
purificaciones de estas fracciones se obtuvo el mismo compuesto mayoritario que
resultd6 ser un nuevo ciclopéptido (3.6 mg) al que se nombré como

ciclopurpuracina (1).

Tabla 5.2. Gradientes de elucién de RP-HPLC para
la purificacién del ciclopéptido ciclopurpuracina (1)

Gradiente
Tiempo (min) % ACN (0.05 TFA) % H,O (0.05 TFA)
0.00 10.0 90.0
3.00 10.0 90.0
8.00 30.0 70.0
22.00 57.0 43.0
26.00 75.0 25.0
32.00 10.0 90.0
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Purificacion de la ciclopurpuracina por RP-HPLC
% ACN + 0.05 TFA

[muA] ciclopurpuracina (1)

4000 + ﬁ' — 100.0%
C 1 90.0%

3,500 ]
L 1 80.0%

3,000 + ]
i 1 70.0%
2,500 + 60.0%
2,000 i impurezas _ _ - -~ — 1 s00%
1 500 : - ’¢— - E' 40.0%
- . 1 30.0%
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l T+ 20.0%
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Figura 5.4 Cromatograma de la purificacion del ciclopéptido ciclopurpuracina (1)
(755 Da). Por RP-HPLC, columna: Jupiter Proteo C12, 250x4,6 mm 4,0 um 90 A,
presion maxima: 2700 psi, deteccién: UV-VIS a 225 nm, volumen inyectado: 1,0
uL, fase movil: H,O + 0.05% TFA y ACN + 0.05% TFA, flujo: 1 mL/min.

5.3.3 Purificacion por RP-HPLC semipreparativa de las fracciones D-V, D-VI
y D-VII provenientes de CPP.
Las fracciones D-V, D-VI y D-VII provenientes de CPP no se purificaron por

SEC-HPLC y se analizaron directamente por RP-HPLC semipreparativa con las
mismas condiciones mencionadas en la seccién 5.3.2., cabe mencionar que se
requieren multiples repurificaciones de las fracciones obtenidas por RP-HPLC para
lograr la purificacién de los ciclopéptidos, si no se pasa por SEC-HPLC. Una vez
obtenidos los picos mayoritarios se colectaron las muestras y se liofilizaron y
analizaron por espectrometria de masas por MALDI-TOF, en las fracciones se
encontré un ion comun de 625 Da y por el andlisis de RMN-'H se confirmé la

presencia de un segundo ciclopéptido. De estas fracciones se obtuvo 2.45 mg que

26



al analizar por RMN correspondié a la ciclosenegalina A (2) aislada previamente
en Annona senegalensis (Wélé et al, 2002)
5.3.4 Cristalizacion de la fraccion E-llI

De la fraccion E-lll proveniente de CPP se obtuvo un sélido blanco que también
dio prueba positiva a ciclopéptidos con Cly/o-tolidina y negativa a ninhidrina, este
sélido blanco presenté caracteristicas de cristales en forma de agujas
transparentes (Figura 5.5), por lo que se buscaron condiciones de cristalizacion
para purificar la muestra. Un lote de 1 mg de esta fraccion se mantuvo en solucién
con la minima cantidad de metanol y acetona dentro de un tubo de RMN, hasta su
cristalizacion. Para la caracterizacion de los cristales se colectaron datos de
difraccion de Rayos—X en un equipo Bruker, modelo Smart Apex, equipado con
radiacion de Cu (A= 1.54178 A). Al analizar los datos de Rayos X la muestra
correspondi6 a la anomuricatina A (3) reportada en Annona muricata por Wu,et al.

en 2007.

Figura 5.5 Cristales del ciclopéptido anomuricatina A (3)
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5.4 Analisis espectroscopico de los ciclopéptidos

5.4.1 Analisis espectroscopico por IRy UV
El espectro de UV fue obtenido en disolucion de ciclopurpuracina (1) en

metanol a una concentracion de 1.1 mg/mL en un espectrofotometro de UV-VIS y
el espectro de infrarrojo fue adquirido a partir del ciclopéptido pulverizado y
analizado por la técnica de reflectancia total atenuada.
5.4.2 Analisis espectroscépico por RMN

Los estudios de RMN-'H y RMN-"3C de las diferentes fracciones ricas en
ciclopéptidos se registraron en un equipo Agilent 400 MR DD2 operado a 100 MHz
para '*C y 400 MHz para 'H, usando como disolvente acetona-ds. Una vez hecho
el estudio de RMN, se evapor6 el disolvente y se recuperd la muestra para
continuar con su purificacion. Después de que las muestras se purificaron por RP-
HPLC semipreparativo se analizaron en un equipo Bruker ASCEND-700 (Bruker
BioSpin, Billerica, MA, USA) a 700 MHz para adquirir los espectros de RMN-'H y a
175 MHz para obtener los espectros de RMN-'C unidimensionales y
bidimensionales. Para estos analisis se usaron diferentes disolventes deuterados
como acetona-ds, H-O (DO 5%), DMSO-ds, metanol-ds, asi como DMSO-a;s
anhidro. EI DMSO-d; fue secado a través de una malla molecular, una vez seco se
mezcld con la muestra y se transfiri6 hacia el tubo de resonancia, este

procedimiento se efectué dentro de una campana de guantes libre de humedad.

De los disolventes utilizados para los estudios de RMN, se encontré que con
DMSO-ds anhidro se obtenian los espectros con mejor resolucién. Con este
disolvente fue posible observar las interacciones carbono de carbonilo a hidrégeno

del amino del enlace peptidico en el espectro HMBC, necesarios para establecer
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la conectividad entre los aminoacidos vecinos. Considerando lo anterior, los
espectros fueron adquiridos en DMSO-ds anhidro con las secuencias de pulsos
estandar y fases ciclicas para COSY, HSQC, ROESY, TOCSY y HMBC. Los
espectros bidimensionales de RMN fueron procesados en el software
MestReNova (9.0) y TOPSPIN (3.5).
5.4.3 Anadlisis por espectrometria de masas

Las fracciones obtenidas en el proceso de purificacion de SEC-HPLC y RP-
HPLC se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF para obtener el ion
molecular de los ciclopéptido y el grado de pureza de las fracciones. Un microlitro
de cada fraccion a una concentracion aproximada de 100 ng/ml fue diluido con 10
Ml de una disolucién saturada de acido sinapinico (Sigma- Aldrich) en ACN acuoso
al 66% v/v. De la mezcla anterior se tomé un microlitro y se coloc6 en el

portamuestras del instrumento.

Por otro lado, las fracciones que dieron prueba positiva a ciclopéptidos al
ser analizadas mediante RMN empleando DMSO-gs; anhidro a 700 MHz se
sometieron a RP-HPLC para eliminar el DMSO-0g;. Estas muestras se analizaron
en un espectrémetro de masas Synapt HDMS™ Q-TOF. 290 ug del ciclopéptido
(previamente purificado) se suspendieron en 100 yL de una mezcla de ACN: H,O
1:9 (v/v) + 0.1% de &cido férmico. Esta disolucién (2900 ng/uL) fue diluida a 29
ng/uL usando diferentes mezclas de metanol/H>O con acido féormico (disolvente de
inyeccién). La mezcla 6ptima para la ionizacion del ciclopéptido en el
espectrémetro de masas fue: metanol/H>O 1:1 (v/v) + 0.1% de acido férmico. Se

empled el estandar leucina-encefalina a 2 ng/uL como referencia, el cual fue
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inyectado antes y después de inyectar la disolucién del ciclopéptido. Esta
disolucion (29 ng/uL) fue analizada por introduccién directa en el espectrémetro a
través de una jeringa Hamilton 250 yL a un flujo constante de 5 uyL/min en la
fuente de ionizacién por electrospray. En la celda de movilidad iénica (T-Wave) se
optimizo el voltaje del cono (CV) y la energia de colisiéon (CE) utilizando funciones
con diferentes valores en el método MS con una duracibn de 0.5 min.
Obteniéndose las siguientes condiciones de trabajo: ionizacidn por electrospray en
modo positivo, capilar 3000 V, voltaje de cono 40 V, extractor 4, temperatura de la
fuente 150°C, temperatura de desolvatacién 350°C, flujo del gas del cono 20 L/h,
flujo del gas de desolvatacién 700 L/h, intervalo de masas de 100-1000 Da y

calibrado con el péptido leucina-encefalina (100 fmol/uL).

Para el andlisis de los espectros de fragmentacién MS2 de los ciclopéptidos
se empled el software MassLynx, mMass y MSconvert para la conversion de
archivos RAW a mzXML. La interpretacion se realiz6 a partir de espectros
combinados de una adquisicién de 0.5 minutos y fueron anotados manualmente
con ayuda de las herramientas de mMass para péptidos ciclicos (Niedermeyer et

al, 2012).

5.5 Configuracion absoluta de los aminoacidos

La configuracién absoluta de los residuos de aminoacidos del ciclopéptido
ciclopurpuracina (1) se estableci6 mediante el método de Marfey usando el
reactivo Ng-(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanilamida (FDAA) (Bhushan y Brlckner,
2004). En un vial se colocaron 5 ug de ciclopéptido y se adicionaron 100uL de

HCL 6 M en atmosfera de nitrégeno. Este vial fue sellado y sometido a
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calentamiento a una temperatura de 100°C por 3 h. La hidrdlisis total del
ciclopéptido fue monitoreada usando espectrometria de masas MALDI-TOF. La
muestra hidrolizada fue secada a 40°C por 1 h y tratada con 20 pL de NaHCO3 1M
y 40 pL del reactivo de Marfey al 1% en acetona a una temperatura de 40 °C
durante una hora. Posteriormente, la mezcla se neutralizé con 20 yL HCI 1M, se
diluyé con 100 pL de acetonitrilo y se filtr6. Un pL del hidrolizado derivatizado se
separ6 por RP-HPLC, empleando una columna C18 y gradiente de elucién con
H>O (0.05% TFA): ACN (0.05% TFA) con detector UV (A =280 nm), ver tabla 5.3.
Para establecer la configuracidén de los aminoacidos que componen al ciclopéptido
se compararon los tiempos de retencion del hidrolizado con los estandares D y L

de los aminoacidos derivatizados con FDAA.

Tabla 5.3. Gradientes de elucion de RP-HPLC para los
aminodcidos derivatizados con reactivo de Marfey.

Gradiente
Tiempo [min] % ACN (0.05 TFA) % H,0 (0.05 TFA)
0.00 10.0 90.0
3.00 10.0 90.0
8.00 30.0 70.0
22.00 57.0 43.0
26.00 75.0 25.0
32.00 10.0 90.0
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento y purificacion de ciclopéptidos
La CCA del extracto EtOH/H,O/AcOH de las semillas de Annona purpurea,

generd diez fracciones nombradas como A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, de las cuales
en las fracciones C (0.25 g), D (0.010 g) y E (0.025 g) se aisl6 un nuevo producto
natural tipo ciclopéptido denominado como ciclopurpuracina (1), ciclo (-Pro'-Gly*-
Phe3- ILe* Gly*>- Ser®- Pro’-val®-), y dos ciclopéptidos conocidos como:
Ciclosenegalina (2): ciclo (-Gly'-Pro?-Leu®-Ser*-Ala®-Val®-Thr’-) y annomuricatina
A (3): ciclo (-Val' -Ser®-Ala®-Pro*-Gly®-Phe®-), cuyas estructuras se muestran en la
Figura 6.1. En la purificacibn de estos ciclopéptidos se emplearon meétodos
cromatograficos: columna abierta, CPP, SEC-HPLC y RP-HPLC. La
caracterizaciéon se hizo por métodos espectroscopicos de IR, UV y RMN de 'H'y
3G y los experimentos COSY, NOESY, ROESY, HSQC y HMBC. La asignacion
de la secuencia de los aminoacidos que componen a estos ciclopéptidos se
complementé por espectrometria de masas MS/MS y para el caso del compuesto

3, se empled un estudio de difraccidn de rayos-X.

Phe? o Phe®

ciclopurpuracina (1) Ciclosenegalina (2) annomuricatina A (3)

Figura 6.1. Estructuras moleculares de los ciclopéptidos aislados e identificados de
semillas de frutos de Annona purpurea
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6.2 Identificacién de los ciclopéptidos

6.2.1 Ciclopurpuracina (1)
Del extracto hidroetandlico (EtOH/H.O/AcOH) se aisl6 por métodos

cromatograficos (columna abierta, CPP, SEC-HPLC y RP-HPLC) un sdélido blanco
en forma de polvo que dio prueba positiva con el reactivo de Cly/o-tolidina y
negativa con la prueba de ninhidrina, indicando que se trataba de un ciclopéptido
(Tan y Zhou, 2006). El punto de fusion de este sélido fue de 258-260°C, soluble en
H.O, MeOH, acetona, ACN y DMSO. Su espectro de UV mostr6 bandas de
absorcién a 228 nm y 275 nm que fueron asignados a la presencia de enlace
peptidico y de grupos aromaticos (Schwing et al, 2011). Por otro lado, en su
espectro de infrarrojo se observaron bandas a 3300 cm™ y 1632 cm” que
corroboran la presencia del grupo amida en esta molécula (Schwing et al, 2011).
En tanto que en su espectro de masas de alta resolucién obtenido por HRESI-TOF
MS se identificé un ion pseudo-molecular [M+H]" en m/z 755.4050 que se asocio6 a
la formula molecular Cs7Hs4NgOg correspondiente al peso molecular 754, de esta
formula se calcularon 15 insaturaciones. Adicionalmente en su espectro de RMN-
'H a 700 MHz determinado en DMSO-ds (Figura 6.2) se observaron a alta
frecuencia entre 8.83 y 7.31 ppm un conjunto de sefales dobles y triples
asociadas a los protones de tipo N-H de seis grupos amida con valores de
constante de acoplamiento (J) entre 7 y 9 Hz reforzando estos datos la presencia

de un ciclopéptido (Smith et al, 1996).
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Figura 6.2 Expansién de 7 a 9 ppm del espectro de RMN-'H (700 MHz, DMSO-
s, TMS) de la ciclopurpuracina (1)

Complementariamente en el espectro de RMN-'C (determinado a 175 MHz
en DMSO-ds) de este ciclopéptido se observaron ocho sefiales entre 172 y 168
ppm (Figura 6.3) que sugieren la presencia de ocho grupos carbonilo de amida,
indicando que este ciclopéptido contenia dos grupos prolina (Welé et al, 2004), por
diferencia entre los protones de NH de amida y el carbono C=0 de amida, y por lo

tanto esta sustancia debe contener en total ocho residuos de aminoacidos.
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Figura 6.3 Expansion de 175 a125 ppm del espectro de RMN-'3C (175 MHz,
DMSO-ds, TMS) de la ciclopurpuracina (1)

Analizando de nuevo la expansion del espectro de RMN-'H (Figura 6.2) de
este ciclopéptido se observé una senal entre 7.14 ppm que integra para cinco
hidrégenos, misma que fue asignada a un grupo fenilo, la informacion fue
corroborada en su espectro de RMN-3C por la presencia de cuatro sefales a
138.7, 130.2, 128 y 126.4 ppm y de manera preliminar se puede suponer que éste
ciclopéptido contiene un residuo de aminoacido de fenilalanina. Por otro lado, en el
espectro de correlacion espectroscopica heteronuclear a un enlace ('3*C-'H)
(HSQC, siglas en inglés ) (Figura 6.4) determinado en DMSO-ds se observé una
resonancia a 64.5 ppm que correlacion6 a un enlace con los protones de un grupo
metileno (-CHz-) a 3.66 y 3.57 ppm, éste desplazamiento en RMN-'3C presupone
que debe ser asignado a un grupo R-CH.-OH y observando la estructura de los
aminoacidos serina y &-hidroxi-isoleucina contienen grupos hidroximetileno, sin
embargo este aminoacido no-proteico tiene un desplazamiento quimico en RMN-
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3G en 59.3 ppm, entonces no es considerado como posibilidad de ser integrado

como residuo de aminodacido presente en este ciclopéptido (1), Figura 6.5.
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Figura 6.4 Expansion de 3 a 6 ppm en RMN-'H (F2) y de 38 a 70 ppm en RMN-

3G (F1) del espectro HSQC para el residuo serina de la ciclopurpuracina (1) en
DMSO-ds
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Figura 6.5 Desplazamientos publicados de RMN-'>C de los residuos de
aminodcidos que contienen grupos hidroximetileno en la cadena lateral (R) de un
ciclopéptido
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Continuando con el andlisis del espectro de RMN-"H de la Ciclopurpuracina
(1) a baja frecuencia entre 1.0 y 0.7 ppm se observaron un conjunto de sefiales
que se asignaron a cuatro grupos metilo (-CHs), donde tres de ellos muestran
multiplicidad de senales dobles y una senal triple. En el espectro HSQC se
establecieron las correlaciones de las sefiales de RMN-'H de los metilos con sus
RMN-'C (19.8, 19.0, 15.5 y 11.3 ppm) como se muestra en la expansién del

espectro HSQC (Figura 6.6) de este ciclopéptido.
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Figura 6.6 Expansion de 0.7 a 1.0 ppm en RMN-'H (F2) y de 9 a 23 ppm en RMN-

3G (F1) del espectro HSQC de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds

En este sentido, al analizar la estructura de los aminoacidos proteicos que
contienen grupos metilo se tienen cinco: Ala, Val, Leu, iLe y Thr cuyos
desplazamientos promedio de RMN-'3C se muestran en la Figura 6.7 (Tan y Zhou,
2006). De estos aminoécidos, solamente la isoleucina muestra una sefial doble y

una sefal triple en la zona considerada de metilos en RMN-'H, por lo que la
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senales de 0.84 ppm y 0.87 ppm se atribuy6 al residuo de iLe, ademas de los
desplazamientos de sus carbonos en RMN-"3C en 15.5 ppm y 11.3 ppm coinciden

con los datos publicados para este residuo en ciclopéptidos.
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Figura 6.7 Desplazamientos publicados de RMN-'>C de los residuos de
aminoacidos proteicos que contienen grupos metilo en la cadena lateral (R)

Por otro lado, las dos sefales dobles en 0.94 ppm (J= 6.7 Hz) y 0.76 ppm J= 6.5
Hz) se asignaron a los grupos metilo de un radical de isopropilo (CH3-CH-CHs)
presentes en el aminoacido valina, ya que los metilos de una valina se expresan
como sefales dobles debido a su vecindad al metino (CH) del grupo isopropilo.
También se observé que los desplazamientos de RMN-">C en 19.0 y 19.8 ppm de
dichos metilos son muy préximos a los publicados para valina, confirmando la
presencia de dicho residuo. Por ultimo, la presencia de dos residuos de
aminoacido de glicina se dedujo al observar una senal doble de dobles y una sefial

triple (formalmente doble de dobles) en su espectro de RMN-'H en 8.78 y 8.83
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ppm (Figura 6.2). Informacion que fue corroborada por la observacién en su
espectro HSQC (Figura 6.8) de dos grupos metileno (-CHx-) en 43.3 y 42.2 ppm

unidos al heterodtomo de nitrogeno.
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Figura 6.8 Expansién de 3 a 5 ppm en RMN-'H (F2) y de 50 a 39 ppm en RMN-
3G (F1) del espectro HSQC que corrobora la presencia de los residuos de glicina
de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds

En resumen, hasta este nivel de discusién es posible proponer que el
ciclopéptido denominado como ciclopurpuracina (1) contiene ocho residuos de
aminoacidos, donde dos de ellos son prolinas, dos glicinas, ademas de

fenilalanina, serina, isoleucina y valina. En la siguiente descripcién se asignaran

todos los desplazamientos quimicos de RMN-'H y RMN-'3C de cada residuo de
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aminoacidos empleando ademas las correlaciones homonucleares de COSY,
NOESY, ROESY y heteronucleares tipo HSQC y HMBC.
6.2.1.1 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C de los residuos

de los aminoacidos de la ciclopurpuracina (1)
Para efectuar la asignacién de los desplazamientos quimicos de RMN-'H y

RMN-'3C de cada aminoacido que componen al ciclopéptido se tomaron en cuenta
las correlaciones directas de tipo COSY y HSQC para establecer la vecindad entre
hidrogenos y la pertenencia de cada hidrégeno con su carbono correspondiente,
también se consideraron las correlaciones a dos y tres enlaces tipo HMBC o
través del espacio por sus espectros NOESY para asegurar cada asignacion. La
estrategia empleada se muestra en la Figura 6.9 como ejemplo para algunos

amino4cidos.

Fenilalanina Valina

Figura 6.9 Parte de la estrategia empleada para asignar los desplazamientos
quimicos de los residuos de aminoacidos de la ciclopurpuracina (1)
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6.2.1.1.1 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C del residuo del
aminoacido valina

El andlisis de la expansién del espectro bidimensional heteronuclear HMBC
determinado en DMSO-ag; de la ciclopurpuracina (1) muestra picos cruzados de
una senal de resonancia de un carbono (aCH al grupo carbonilo) en 56.9 ppm con
los protones de los grupos metilo (-CHs) en 0.76 y 0.94 ppm. De manera andloga
en el carbono ubicado en 30.4 ppm (BCH al grupo carbonilo) de la valina se

observan picos cruzados también con los protones de ambos grupos metilo

(Figura 6.10).
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Figura 6.10 Expansion de 0.73 a 0.95 ppm en RMN-"H (F2) y 28 a 62 ppm en
RMN-'3C (F2) del espectro HMBC de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-d; para la
asignacion del residuo valina
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Por otro lado, el desplazamiento del proton en 4.12 ppm a al grupo carbonilo,
muestra una correlacion a un enlace con el carbono aCH en 56.9 ppm en HSQC,
mientras que este protén en su espectro unidimensional de RMN-'H presenté una
multiplicidad de doble de dobles con constantes de acoplamiento (J) de 10.87 y
8.63 Hz (Figura 6.11). La asignacién del NH de la valina se determind por la
correlacion COSY que muestra un pico cruzado del protén aCH (4.12 ppm) con el
protén N-H a 8.09 ppm con J de 8.3 Hz, en este mismo espectro se observo la

correlacion del protén aCH (4.12 ppm) con el proton BCH en 1.97ppm (Figura
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Figura 6.11 Expansiones de 4.12 ppm (aCH) vs 8 09 ppm (NH) de RMN-"H y 4.12
ppm (aCH) vs 1.97 ppm (BCH) de RMN-'H del espectro COSY de la
ciclopurpuracina (1) en DMSO-a; para el residuo valina

6.11).

-0CH- 5 4.12

58.09 -NH- ‘<

5 1.97 -BCH-

A través del espectro HMBC se confirmé la correlacion del protén N-H a 8.09

ppm a dos enlaces con el carbono aCH en 56.9 ppm y a tres enlaces con el
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carbono BCH en 30.4ppm (Figura 6.12), confirmando el sistema de valina.
Finalmente, el proton en 4.12 muestra un pico cruzado con el carbono del

carbonilo a 170.4 ppm en su espectro HMBC.
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Figura 6.12 Expansion de 7.1 a 9 ppm enRMN-'H (F2) y de 30 a 60 ppm en RMN-
3G (F1) del espectro HMBC de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds para el
residuo valina

6.2.1.1.2 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C del residuo del
aminoacido isoleucina

De manera analoga a la asignacion del residuo de valina, el residuo de
isoleucina se inicié por una sefal caracteristica de resonancia correspondiente a la
senal triple en 0.87 ppm de los protones de un grupo metilo que muestran
correlaciones con el carbono del metileno (-CHz) en 25.9 ppm y el carbono del

grupo metino (-CH) en 35.5 ppm en el espectro HMBC (Figura 6.13). De forma
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similar la senal doble en 0.84 ppm de los hidrégenos de otro grupo metilo
muestran tres picos cruzados, uno con el carbono de metileno (-CHy) en 25.5 ppm,
otro con el grupo metino (-CH) en 35.5 ppm y a tres enlaces de carbono del grupo

aCH en 59.4 ppm en el espectro HMBC (Figura 6.13).
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Figura 6.13 Expansién de 0.82 a 0.89 ppm en RMN-"H (F2) y 20 a 65 ppm en
RMN-'3C (F1) del espectro HMBC de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds para el
residuo isoleucina

En el espectro HSQC el carbono en 59.4 ppm presenta correlacion con el
protén a 3.71ppm asignado al grupo -aCH-. Al analizar el espectro bidimensional
heteronuclear HMBC se observa la correlacién del carbono del grupo metino (-CH-
) en 35.5 ppm y del carbono del grupo aCH en 59.4 ppm con la senal en 8.58 ppm
asignada al protén NH (Figura 6.14). La asignacion del NH de la isolueucina se
confirmé con el espectro bidimensional homonuclear COSY, donde se observa la

correlacién del protén a 3.71 ppm del grupo —aCH- con la sefal a 8.58 ppm del
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NH. Finalmente, en el espectro HMBC de la ciclopurpuracina (1) se muestra una
correlacion a dos enlaces entre el proton del carbono aCH en 3.71 ppm con la

resonancia a 172.4 ppm del carbono del grupo carbonilo.
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Figura 6.14 Proyeccion de la conformacién de isoleucina y expansion de 8.5 a 8.8
ppm en RMN-'H (F2) y 30 a 62 ppm en RMN-"3C (F1) del espectro HMBC de la
ciclopurpuracina (1) en DMSO-d;s

6.2.1.1.3 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C del residuo del
aminoacido serina

La asignacién del residuo de serina inicio con una sefal en 5.71 ppm en el
espectro HSQC que no muestra correlacion con algun carbono, esta sefal se
atribuy6 a un protén de un grupo hidroxilo. En este mismo espectro HSQC de la
ciclopurpuracina (1) se observo la correlacion a un enlace de la sefial en 64.5 ppm

con dos protones en 3.66 y 3.57 ppm, indicando con ésto la presencia de un grupo
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hidroximetileno del residuo de serina (Figura 6.4). La asignacion del grupo —aCH
de la serina se determind en el espectro HMBC por la correlacién del carbono del
grupo hidroximetileno con una senal del protén en 4.9 ppm de multiplicidad doble
de triple, cuyo carbono a su vez correlaciona con uno de los protones del
hidroximetileno en 3.57 ppm (Figura 6.15). El protén a 4.9 ppm correspondiente al
grupo —aCH de la serina esta correlacionado con la senal a 7.31 ppm en su
espectro COSY perteneciente al grupo NH del residuo de este aminoacido (Figura
6.16). A través de la correlacién HMBC entre el protén a 4.9 ppm del grupo —aCH
y la sefal en 169.2 ppm del carbono se establecié el grupo carbonilo perteneciente

a este residuo de serina.
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Figura 6.15 Expansion de 3.5 a 5 ppm en RMN-'H (F2) y 49 a 67 ppm en RMN-
3G (F1) del espectro HMBC de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds para el residuo
serina
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Figura 6.16 Expansién de 4.7 a 4.9 ppm en RMN-'H (F2) y 3 a 7.5 ppm en RMN-
'H (F1) del espectro COSY de la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds que muestra
las correlacione de la serina

6.2.1.1.4 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C del residuo del
aminoacido fenilalanina
La asignacién de los desplazamientos quimicos del residuo de fenilalanina inicia

a partir del carbono aromatico ipso (C1’) en 138.6 ppm que muestra picos
cruzados en el espectro HMBC por correlacion a dos enlaces con los protones a
297 y 2.68 ppm de un grupo metileno -CHy- (Figura 6.17). Asi mismo la
resonancia a 130.1 ppm se asignd a los carbonos orto (C-2’) de un grupo fenilo
por su correlacién a tres enlaces con los protones del grupo metileno (—CH»-)
anterior (Figura 6.17). En el mismo sentido, en el espectro HMBC de la
ciclopurpuracina (1) también se observa una correlacién heteronuclear a tres

enlaces del carbono ipso (C1’) en 138.6 ppm con el protén a 4.81 ppm asignado al
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grupo —aCH- al carbonilo. En el espectro COSY de este ciclopéptido se observo
una correlacion vecinal de este ultimo protdbn con la sefal a 7.65 ppm
correspondiente al protén del grupo NH (Figura 6.18). Finalmente, la resonancia a
171.9 ppm se asigna al carbono del carbonilo por correlacion HMBC a dos enlaces

con este mismo protén a 4.81 ppm.
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Figura 6.17 Expansion de 2.5 a 5 ppm en RMN-'H (F2) y de 120 a 144ppm en
RMN-'3C (F1) del espectro HMBC que muestra las correlaciones a dos y tres
enlaces del residuo de fenilalanina en la ciclopurpuracina (1)
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Figura 6.18 Expansién de 4.7 a 4.9 ppm en RMN-'H (F2) y de 3 a 7.5 ppm en
RMN-'H (F1) del espectro COSY que muestra las correlaciones del protdon -aCH-
con los protones a dos y tres enlaces —NH- y -CH»- del residuo de fenilalanina en
la ciclopurpuracina (1)

6.2.1.1.5 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C de los residuos
de los aminoacidos de glicinas
Las sefales de los protones tipo —NH- en 8.78 y 8.83 ppm en RMN-'H con

multiplicidad de doble de doble y triple respectivamente indican que tiene de
vecino cada NH a un grupo metileno (-CH.-) tipico de dos grupos glicina donde el
proton del NH esta acoplado a los dos hidrégenos diasterotépicos del CH. (H'a 'y
H”a) con constantes de acoplamiento vecinal (J°) y geminales (J), Figura 6.19.
Con la hipotesis de la presencia de dos glicinas se busc6 en el espectro de RMN-

'H del ciclopéptido en la zona de CH» (3 a 5 ppm) las sefiales con multiplicidades
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dobles de dobles que expresan cada uno de los protones diasterotopicos del -CHo-
. Al examinar esta zona se observaron cuatro grupos de sefnales dobles de dobles:
en 3.97 ppm (S =17.09, £ = 8.79 Hz), 3.14 ppm (S =16.95, F =3.34 Hz), 3.45
ppm (S =16.8, S =5.73 Hz) y 3.80 ppm (S =16.72, F =6.24 Hz), lo que indica la
posibilidad de tener dos aminoéacidos de glicina en el ciclopéptido, es de advertir
que los angulos diedro que forman los enlaces H-N-C-H de ambas glicinas son
diferentes por ejemplo en la glicina asignada como Gly 2, dichos angulos son de
valores muy proximos, observandose una senal que en apariencia corresponde a
una senal triple pero que en realidad es una senal doble de doble, en tanto que en
la asignada como Gly 1 se aprecian angulos diedros muy diferentes,
observandose una sefial doble de dobles tipica, como se muestra en la Figura
6.19. Cabe resaltar que las constantes de acoplamiento de los protones
diasterotopicos de los grupos —CH.- de estas glicinas se ven reflejadas en

patrones de acoplamiento en el espectro RMN-'H (Figura 6.20).
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Figura 6.19 Expansién del espectro RMN-"H de 8.7 a 8.86 ppm para protones tipo
N-H de Glys y Gly, mostrando las multiplicidades que ayudan a asignar cada
unidad de glicina en la ciclopurpuracina (1)
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En el espectro HSQC se observé que el carbono en 42.2 ppm tiene correlacién
con los protones 3.97 ppm y 3.14 ppm antes mencionados de un -CHa- para una
glicina y el carbono con 43.3 ppm tiene correlacién con los protones en 3.45 ppm y

3.80 ppm que pertenecen a la segunda glicina, Figura anterior 6.8.
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Figura 6.20 Expansion del espectro RMN-'H de 4.0 a 3.0 ppm para protones tipo
disterotépicos de -aCHz- de los grupos glicina en la ciclopurpuracina (1)

En tanto en el espectro COSY de este ciclopéptido (1) se observaron las
correlaciones de los NH de cada glicina, donde la sefal del proton NH en 8.78
ppm correlaciona con los protones aCH, en 3.97 ppm y 3.14 ppm para la glicina 1
y el proton en 8.83 ppm correlaciona con los protones aCH; en 3.45 ppm y 3.80
ppm para la glicina 2. Finalmente, también en el espectro HMBC se confirmaron
las correlaciones de los dos protones -NH- con los respectivos carbonos aCHo,
42.2 ppm y 43.3 ppm, asi como los grupos carbonilos correspondientes a cada
glicina, donde la resonancia de 168.8 ppm se asigné a la glicina 1 y 168.3 ppm a

la glicina 2.
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6.2.1.1.6 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C de los residuos
de los aminoacidos de prolinas
En parrafos anteriores se mencioné que en RMN-'*C se observaron ocho

grupos carbonilo de amida, pero en RMN-'H se tienen sélo seis sefiales de NH
deduciéndose que estan presentes en el ciclopéptido (1) dos residuos de prolina
ya que se tiene el grupo carbonilo de amida, pero su amino no contiene hidrégeno,
lo que permite que no se observe su resonancia en el espectro de protén. Al
observar el espectro HSQC se encontré que se tienen dos grupos metino (-CH-),
uno con un punto de cruce en 60.1 ppm en RMN-"3C con 4.45 ppm en RMN-'H
(prolina 1) y otro en 60.9 ppm en RMN-"3C con 4.15 ppm en RMN-'H (prolina 2)
que hasta el momento no han sido asignados; por la posicion en que se
encuentran estas sefales (de 3 a 5 ppm caracteristicas de metino alfa a carbonilo)
y de acuerdo a lo mencionado en parrafos anteriores se presupuso que podria
tratarse de los —aCH- de las prolinas. Por otro lado, en el espectro DEPT se
observaron dos sefiales de metilenos (-CH,-) con desplazamientos en RMN->C a
mayor frecuencia (48.1 ppm y 47.3 ppm) caracteristicos de metilenos enlazados al
heteroatomo nitrégeno, asignandose éstos a las prolinas. Mediante los espectros
HMBC, COSY y HSQC se asignaron los desplazamientos de los protones y
carbonos B, y, & pertenecientes a cada prolina, dichos datos se encuentran
concentrados en las Figuras 6.21 y 6.22. Por ultimo, en el espectro HMBC se
confirmaron las correlaciones de los protones —aCH- en 4.5 ppm de prolina 1y en
4.11 ppm de prolina 2 con los grupos carbonilos correspondientes a cada prolina,

donde la sefial de 171.3 ppm se asigné a la prolina 1y 172.2 ppm a la prolina 2.
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Figura 6.21 Expansién de 3.5 y 4.6 ppm en RMN-"H (F2) y 22 a 48 ppm en RMN-
3C (F1) del espectro HMBC que muestra las correlaciones entre los protones a, B,
Y, © de los residuos de prolina 1 (lineas punteadas) y prolina 2 (lineas continuas)

con sus respectivos carbonos a, B, y, d en la ciclopurpuracina (1)
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Figura 6.22 Expansion de 3.4 a 4.5 ppm en RMN-'H (F2) y de 1.4 a 2.4 ppm en
RMN-'H (F1) del espectro COSY que muestra las correlaciones entre los protones
a, B, v, & de los residuos de los aminoacidos de prolina 1 (lineas punteadas) y
prolina 2 (lineas continuas) en la ciclopurpuracina (1)

6.2.1.2 Masa exacta y secuencia de los residuos de los aminoacidos de la
ciclopurpuracina (1) por espectrometria de masas de alta resolucion

Por la informacién obtenida de los datos de RMN a 700 MHz se sabia que el
ciclopéptido estaba constituido por ocho aminoacidos (dos glicinas, dos prolinas,
fenilalanina, valina, isoleucina, serina) y que presenta un peso molecular de 754
obtenido por espectrometria de masas MALDI-TOF, sin embargo, hasta ese
momento adn resultaba confusa la asignacién de la secuencia entre los

aminoacidos que componen al ciclopéptido (1) por RMN, ya que se tenian
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interferencias en el espectro, por lo que se recurridé a espectrometria de masas de

alta resolucion.

6.2.1.2.1 Espectro (MS)' para obtener la masa exacta de la ciclopurpuracina

(1)

Partiendo de la informacion aportada en el espectro de masas MS1 obtenido del
equipo Ms Synap se observo el pico correspondiente al ion molecular esperado
[M+H]*= 755.4311 para el ciclopéptido, ciclopurpuracina (1), con férmula molecular
C37H54NgOg; con un error de 29.7 ppm respecto al [M+H]* teérico (755.4087). Sin
embargo, se observan también 2 picos de intensidad considerable: 777.4172" a
83% y 397.1979"" a 58% de la intensidad del ion principal (755.4311+) (Figura
6.23). Esto indica una posible contaminacién de la muestra, por lo que se
obtuvieron espectros de fragmentacion de estos dos iones (Figura 6.24 y Figura
6.25) a manera de verificacion. El espectro MS2 del ion 777.4172" presenta
diferencias de masa correspondientes con residuos de aminoacidos, lo que indica
que podria tratarse de otro ciclopéptido; aunque la secuenciacién de novo no fue
realizada para este ion. Las diferencias de masa entre los fragmentos del ion
397.197"* no corresponden con las de residuos de aminoacidos, por lo que puede

tratarse de otro tipo de contaminacion.

A partir del espectro MS1 calibrado presentado en la Figura 6.23 se obtuvo la

masa exacta del ciclopéptido ciclopurpuracina (1):

* [M+H]" teérico = 755.4087
* [M+H]" detectado = 755.4050 (error = - 5ppm)

» Masa molecular tedrica: 754.4014
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Fig. 6.23 Espectro MS1 de ciclopurpuracina (1) a un CV de 40 V. Los numeros
entre paréntesis representan la carga de los iones asignados
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Fig. 6.24 Espectro MS2 del ion padre 777. 41+ a un CV de 40 V y CE de 55 eV.
Los numeros entre paréntesis representan la carga de los iones asignados
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Fig. 6.25 Espectro MS2 del ion padre 397.1970++ a un CV de 25 V y CE de 55eV

6.2.1.2.2 Espectro (MS)*> del ion 755.40* de la ciclopurpuracina (1) y

verificacion de la secuencia peptidica

La Fig. 6.26 muestra el espectro de fragmentaciéon (MS)? anotado del ion
precursor 755.40" con los principales iones productos; este corresponde
efectivamente con un ciclopéptido. Se encontrd que las secuencias mas probables

para este ciclopéptido (1) puede asignarse en las mostradas en los incisos a y b,

siguientes:

a) Ciclo (-Pro’-Gly?-Phe®-ILe*-Gly*-Ser®-Pro’-Val®-)
b) Ciclo (-Gly'-Pro?-Phe®-ILe*-Gly®- Ser®-Pro’-Val®-)

El orden de los primeros 2 aminoacidos en el inciso a), como[-Pro'-Gly>-....] y en
el inciso b), como [-Gly'-Pro®-....], no pudo ser diferenciado con el espectro de

masas obtenido. Aunque se observaron algunos iones que podrian indicar el
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orden -Gly'-Pro®-, como el ion b4 mostrado en verde en la Fig. 6.26 y su ion -H,O,
estos pueden corresponder a otros iones que no dan indicios en el orden de los

dos primeros residuos.

En el espectro (MS)? los iones b (sefialados en color rojo) corresponden a los
iones principales, provenientes de la apertura del ciclopéptido entre Val® y Pro,

con la ruptura de los residuos de aminoacidos a través de la formacion de

oxazolonas (Jia et al., 2007).
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Fig. 6.26 Espectro (MS)? del ion precursor 755.40+ obtenido a un CV de 40 V y
CE de 30 eV. Los numeros entre paréntesis representan la carga de los iones
asignados. Los iones b (en rojo) y a (en azul) corresponden a los iones principales,
provenientes de la apertura del ciclopéptido entre Val® y Gly'. Otros iones
importantes se muestran en verde.

A manera de ejemplo de explicacion de la presencia de iones para ciclopeptidos,

en la Figura. 6.27 se muestra la fragmentacion del ciclopéptido (1) y la formacion

de oxazolonas del ion b6 y b4 del espectro (MS)?.
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Figura. 6.27 Ejemplo de la fragmentacion del ciclopéptido ciclopurpuracina (1) por
formgcién de oxazolonas, iones b6 y b4, observadas en el espectro de masas
(MS)~.

6.2.1.2.3 Conectividad de los diferentes residuos de los aminoacidos de la
ciclopurpuracina (1) usando correlaciones HMBC
Una vez que se establecieron los desplazamientos quimicos de RMN-'H y

RMN-"3C de cada residuo de aminoacido, para determinar si la conectividad entre
estos aminoacidos fue a través de un enlace peptidico (-NH-CO-) se buscaron las
correlaciones tipo HMBC a dos enlaces entre el proton NH del residuo “/" y el
carbono del carbonilo del aminoacido vecino (“i+1”). También se consideraron las

correlaciones a través del espacio entre los protones NH del residuo “/’ con los
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protones aCH- del residuo “i+71” en el espectro NOESY y ROESY; la estrategia
empleada se muestra en la figura 6.28 como ejemplo de la conectividad entre dos

amino4cidos.

Serina Glicina
lll‘ll ”i+1 n

Figura 6.28 Parte de la estrategia empleada para asignar la conectividad entre los
residuos de amino4cidos de la ciclopurpuracina (1)

En el espectro HMBC se observan cinco correlaciones a dos enlaces entre el
proton NH del residuo “/" vs el carbono del carbonilo del aminoacido vecino (“i+17),

Figura 6.29 y resumidos en la Tabla 6.1.
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Figura 6.29 Expansién de 7 a 9 ppm en RMN-'H (F2) y 166 a 175 ppm en RMN-
3G (F1) del espectro HMBC que muestra las correlaciones entre los protén -NH-
de los residuos de los aminoacidos “/" con los carbonos del carbonilo del residuo
“i+1” en la ciclopurpuracina (1)

Tabla 6.1 Correlaciones observadas en el espectro HMBC a dos y tres
enlaces de distancia entre el protén NH del residuo “/’ vs el carbono del
carbonilo del residuo vecino (“i+1”)

54 del NH- 5c de C=0
del residuo “/”’ HMBC del residuo “j+1”
1

8.83 Gly , 172.4 ILe
8.79 Gly? — 171.9 Phe
8.58 ILe — 171.9 Phe
8.58 ILe — 172.2 Pro®
1

8.09 Val , 171.3 Pro
2

7.65 Phe 168.8 Gly
- 1

7.31 Ser 168.3 Gly
———————— 169.2 Ser
-------- 170.4 Val
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De los datos de la tabla 6.1 se tiene que el grupo carbonilo en 169.2 ppm
de la serina no presenta correlacion HMBC con algun NH por lo que se deduce
que debe estar conectado a un grupo prolina. Asi mismo, el carbonilo en 170.4
ppm de la valina no presenta acoplamiento HMBC con algun NH, por lo tanto,
debe estar conectado también a alguna prolina. Lo anterior permite generar dos

fragmentos parciales o grupos de dipéptidos como lo muestra la Figura 6.30

Val

50170.4 o 501692 o
H o)
| H H o]
N | H
N

C

DAY NS

Val Pro HO Ser Pro

Figura 6.30 Fragmentos parciales Ser-Pro y Val-Pro deducidos del espectro
HMBC en la ciclopurpuracina (1)

En el andlisis a través del espectro HMBC se observd que el carbonilo 171.3
ppm del residuo de una de las prolinas muestra una correlacién a dos enlaces con
el proton NH 8.09 ppm de la valina y como se menciond antes el carbonilo de la
valina no presenta acoplamiento HMBC con algun NH lo que indica que esta
conectada a una prolina, por lo tanto, se deduce que ambas prolinas estan
conectadas con la valina, como se muestra en la Figura 6.31. De esta forma
también se descarta la correlacién aparente que se observa en el espectro HMBC
del protébn NH de la ileucina con el carbono 172.2 ppm de la prolina ocasionado

por el ancho de los picos de cruce en el espectro HMBC, Figura 6.29.
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Figura 6.31 Fragmento Ser-Pro-Val-Pro generado por el analisis de su espectro
HMBC en la ciclopurpuracina (1)

Siguiendo con la conectividad resumida en la tabla 6.1, en el mismo espectro
HMBC del ciclopéptido (1), se observa un pico cruzado a dos enlaces de la seial
en 168.3 ppm del carbono carbonilico de la glicinal con el protdbn NH del residuo
de serina en 7.31 ppm, resultando ahora un nuevo fragmento parcial de secuencia
de amino&cidos -Gly'-Ser-Pro-Val-Pro-, como se muestra en la Figura 6.32.

Pro

Ser OH

o

8c169.2 N (o]
N 1713 Val
Gly, 8C168A3\
H 5,731 N
-~ 5y8.09 H
™~ 8c170.4
H ct /0 o]
5,8.83
N
Pro
3c172.2

\

o

Figura 6.32 Fragmento —Gly1-Ser-Pro-Val-Pro-, generado por el anélisis de su
espectro HMBC en la ciclopurpuracina (1)

Continuando con el analisis de la secuencia de aminoacidos del ciclopéptido (1)

el grupo carbonilo de la ileucina 172.4 ppm muestra una correlaciéon a dos enlaces
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con el protén NH a 8.83 ppm de la glicina 1 incorporando su conectividad como se

muestra en la Figura 6.33.

Pro
Ser OH

o
o
Q 5c169.2 N Val

N\ @3
501683 N
Gly, b” dul3l Ty

3148.09

5c170.4

)H 5,:8.83

o724
H 818.58
N
Ile 3’

Figura 6.33 Fragmento ILe-Gly1-Ser-Pro-Val-Pro generado por el analisis de sus
espectros HMBC en la ciclopurpuracina (1)

(e}

Pro

Finalmente, en el mismo espectro HMBC se observan correlaciones entre el
grupo carbonilo de la fenilalanina, una muy débil entre 171.9 ppm con el proton NH
de la segunda glicina en 8.79 ppm. Sin embargo, el espectro HMBC también
muestra una fuerte correlacién entre el grupo carbonilo a 168.8 ppm de esta
glicina con el protbn NH de la fenilalanina a 7.65 ppm, obteniéndose dos

fragmentos parciales, Figura 6.34.

5y 8.79
o
50168.8
8 8.79
H o
|
N
7 5.168.8 T
H H o
Gly ouT6S g 3c171.9
Fragmento a Fragmento b

Figura 6.34 Fragmentos parciales a: Phe-Gly y b: Gly-Phe generados por el
andlisis del espectro HMBC en la ciclopurpuracina (1)
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De los fragmentos anteriores y observando el espectro HMBC se puede deducir
una segunda correlacién entre el grupo carbonilo de la fenilalanina en 171.9 ppm
con el proton NH de la ileucina 8.58 ppm, por lo que en el fragmento Gly-Phe
(Figura 6.27 (a) y (b)) el carbonilo de la fenilalanina esta conectada hacia la

lleucina generandose la siguiente propuesta, Figura 6.35.

Pro

Ser OH o

OH ¢
0 Ser® o
0 5c169.2 >N
N Se1713 Val 0 o .
5-1683\ N 5 N Val
Gly, cl0S-> —~ Gly N\ AN
8,731 H H H H
531 8.09 H o

801704

H
T4, 883 N—, N
N
o 3c172.4 1
U . Pro Pro
H 8 8.58 o
H H
N/ 8y 7.65  §c1722 H J/ H N\
Ile 8c17)9 H \ iLeut \ | " o)
N/ s NHon O e H _N H
g 168 S b
Gly,

] 2
Gl
Phe o) Phe? Y

Ciclo (-Pro’-Gly*-Phe®-ILe*-Gly>-Ser®-Pro’-Val®-) cicloctapéptido
Figura 6.35 Fragmento parcial Gly»-Phe- lle-Gly-Ser-Pro-Val-Pro- generado por el
analisis de espectros HMBC vy estructura correcta deducida de la espectrometria
de masas en la ciclopurpuracina (1)
Finalmente, la estructura de la figura 6.35 obtenida del analisis por HMBC del

ciclopéptido estd de acuerdo con la secuencia de la opcion A de las dos

posibilidades propuestas por espectrometria de masas MS/MS.

A) Ciclo (-Pro'-Gly?-Phe*-ILe*-Gly*-Ser®-Pro’-Val®-)

B) Ciclo (-Gly'-Pro®-Phe®-ILe*-Gly>- Ser®-Pro’-Val®-)
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Entonces la secuencia A determinada por el estudio de espectrometria de masas
es la que mayor representa la estructura de este ciclopéptido (1) cuyo nombre
sistematico es Ciclo (-Pro’-Gly?-Phe*-ILe*-Gly>-Ser®-Pro’-Val®-)-octapéptido y de
acuerdo con su fuente natural se le denominé como ciclopurpuracina (1), Figura
6.35. De esta manera, los desplazamientos quimicos de todos los atomos de
carbono e hidrogeno de los residuos de la ciclopurpuracina (1) pudieron ser

asignados, y se resumen en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Datos espectroscépicos de RMN-'H (700 MHz) y RMN-"3C (175 MHz)
para la ciclopurpuracina (1) en DMSO-ds

Residuo  Atomo "H((pm) J(Hz) °C (ppm) gHMBC
Pro’ CcoO 172.2 8.58 lle
He (1H)  4.15 d, 8.0 60.9
Hg (1H) 1.79 m 29.7
Hy (1H) 2.08 m 29.5
Hs (2H)  4.10 m 48.1
Gly? co 168.8 7.65 Phe®
NH 8.78 dd, 6.5, 5.4 171.9 Phe®
Hq (1H) 3.97 dd, 17.1,8.8
, He (1H)  3.14 dd, 17.0, 3.4 422 ,
Phe® coO 171.9 8.79 Gly*
8.58 lle*
NH 7.65 d, 9.93 168.8 Gly*
Ho (1H) 4,81 ddd,11.3,10.0, 3.1 53.3
He (1H)  2.97 dd, 13.6, 11.2
He (1H)  2.68 dd, 13.6, 3.0 37.7
2'6' (2H)  7.15 m 130.1
35 (2H)  7.16 m 128.0
4' (1H) 7.13 m 126.4
1'(1C) 138.6
lle* co 172.4 8.83 Gly®
NH (1H)  8.58 d, 5.3 171.9 Phe®
172.2 Pro’
Ho (1H)  3.71 m 59.4
Hg (1H) 1.66 ddt, 12.2, 6.5, 3.1 35.5
Hy (1H) 1.12 m 25.5
Hy (1H)  1.56 m
#CHs 0.84 d, 6.8 15.5
(3H)
Hs 0.87 d,5.3 11.3
Gly® co 168.3 7.31 Ser®
NH 8.83 t, 6.0 172.4 lle*
Ho (1H)  3.80 br, d, 6.1 43.3
‘ He (1H)  3.45 dd, 16.8,5.6
Ser® co 168.3 Gly'
NH (1H)  7.31 d, 9.4 51.9
Ho (1H)  4.89 dt, 9.3,6.2 64.5
He (1H)  3.66 ddd, 11.2,7.7,5.3
He (1H)  3.57 d, 9.0
OH 5.71 t, 6.81
Pro’ (e]0) 171.3 8.09 val®
Ho (1H)  4.45 dd, 8,8, 3.0 60.1
Hg (2H) 1.94 m 29.1
Hy (1H) 1.90 m 24.8
Hy (1H)  1.74 m
Hs (1H)  3.83 d, 6.4, m 47.3
Hs (1H)  3.60 m
Val® (e]0) 1704 e
NH 8.09 d, 8.3 171.3 Pro’
He (1H)  4.12 m 56.9
Hg (1H) 1.97 m 30.2
Hy, (3H) 0.94 d, 6.7 19.0
Hy (3H)  0.76 d, 6.5 19.8

68



6.2.2 Ciclosenegalina A (2)
Continuando con la identificacién de los compuestos obtenidos del extracto

hidroetandlico (EtOH/H.O/AcOH), a través de los métodos cromatograficos se
obtuvo de la fraccibn D un soélido blanco que también dio prueba positiva a
ciclopéptidos con Cly/O-tolidina y negativa a ninhidrina, dicho sélido fue nombrado
como ciclosenegalina A (2). Este solido presenté solubilidad en metanol, agua,
DMSO y acetona, con un punto de fusién en el intervalo de 280-290°C. Mediante
espectroscopia infrarroja se observaron las bandas caracteristicas del enlace
amida (enlace peptidico) 3300 y 1632 cm™. En su espectro de masas de alta
resolucidn por ionizacion de electrospray (HRESIMS, siglas en inglés) se indico un
ion pseudo-molecular [M+H]* en m/z de 626.3508 asociado a la férmula
CasH47N7Og, correspondiente a un peso molecular de 625.7, calculando con esta

formula nueve insaturaciones.

En el andlisis de su espectro de RMN-"H a 700 MHz en DMSO-d; (Figura
6.36) se observaron seis sefnales caracteristicas de los protones tipo NH de amida
entre 7 y 9 ppm, mientras que en su espectro RMN-"3C a 175 MHz en DMSO-dsse
observaron siete grupos carbonilo de amida entre 160 y 170 ppm (Figura 6.37),
por lo tanto, se dedujo que este ciclopéptido contenia siete residuos de
aminoacidos. Al hacer la diferencia entre protones tipo NH y carbonos del
carbonilo de amida se dedujo la presencia de un grupo prolina, debido a que no
contiene grupos NH. Con estos datos obtenidos de RMN-'H las nueve
insaturaciones calculadas a partir de la formula CggH47N7Og9 obtenida por
espectrometria de masas se justifican, ya que siete de ellas se deben a los

carbonilos, una instauracién al ciclo de la prolina y otro al ciclo de la cadena
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peptidica, sumando en total las nueve insaturaciones calculadas para el

ciclopéptido (2).

NH NH NH
5 8.54 57.86 57.23
J69HZ J=10.49 Hz J=10.27 Hz
58.49

J=4.33 Hz

NH
5889
J7T8y84Hz
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Figura 6.36 Expansion de la zona de protones tipo NH del enlace peptidico de 7 a
9 ppm del espectro de RMN-'H (700 MHz en DMSO-ds, TMS) de la

ciclosenegalina A (2)
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Figura 6.37 Expansion de la zona de carbonilos del enlace peptidico de 173 a 168

ppm del espectro de RMN-"3C (175 MHz en DMSO-ds;, TMS) del ciclopéptido
ciclosenegalina A (2)

Revisando el espectro de RMN-'H a frecuencias bajas, en la zona de

metilos se observan un conjunto de seis sefales dobles que integran cada una de
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ellas para tres protones, cuatro de las senales presentan valores cercanos de J=

6.5 Hz y dos cercanas a J= 4.1 Hz, Figura 6.38.

-CH,4 -CH;
5087 50.82
J=6 55 Hz J=4.19 Hz

-CH; -CH;
5081
J=4.17 Hz

LJ

-CH;
5133
J=7.31 Hz

CH,
51.09

' 1’34' 1r30I 1‘26I 1‘22I 1‘18I 1“14I 1‘1()I 1‘06I 1|02I OIQS‘ 0|94‘ OIQO‘ OISE‘ OISZ‘ OITS
Figura 6.38 Expansién de la zona a frecuencias bajas de 0.8 a 1.3 ppm del
espectro de RMN-"H (700 MHz en DMSO-ds, TMS) de la ciclosenegalina A (2)
Entre los residuos de aminoacidos proteicos que contienen grupos metilo y
que presentan sefales dobles debido al metino vecino se encuentran la valina,
leucina, alanina y treonina, por lo que las sefnales dobles de la Figura 6.38 se

puede deber a cualquiera de estos residuos, Figura 6.39.

N NS
H H N O H
o N\\T/C\TJ«Pr JJJN\\T/C\TJJ‘r o i o N\\T/ C\Tﬂ”r
H3C\H/CH2 H
CHs H HaC/CH\CHB H 5. 22.4 Cc HO/CH\CH3 H
5,17.8 5, 17.3 5, 19.5 CHs 5.22.0 8. 17.5
Ala Val Leu Thr

Figura 6.39 Residuos de aminoacidos proteicos que contienen grupos metilo, que
presentan sefales dobles debido al metino vecino y desplazamientos promedio de
RMN-'3C de los metilos

Al analizar el espectro HSQC se observa que la resonancia en 0.9 ppm de

su espectro de RMN-'H contiene dos sefiales dobles ligeramente traslapados de
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los metilos de un radical de isopropilo cuyos desplazamientos en RMN-"*C son
22.3 y 23.1 ppm, los cuales coinciden con los datos teéricos del radical isopropilo
de una leucina en ciclopéptidos (Tan y Zhou, 2006). En tanto que, la sefial RMN-
'H de 0.8 ppm que contiene dos sefales dobles traslapadas cuyos carbonos en

RMN-'3C son 18.6 y 19.7 ppm se asignaron al radical isopropilo de valina, Figura

Leu Val
Ala Thr
CH- CH- CHy- CHy-
513 51.1 50.87 50.82

F1 (ppm)

140 1.35 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80
F2 (ppm)

Figura 6.40 Expansién de 0.80 a 1.4 ppm en RMN-'H (F2) y de 13 a 27 ppm en
RMN-'3C (F1) para metilos en el espectro HSQC de la ciclosenegalina A (2) en
DMSO-dk.

Por otro lado, en el espectro HSQC se observaron dos sefales de protén,
una senal ancha en 5.96 ppm caracteristica de alcohol y una senal doble en 4.5
ppm que no correlacionan con algun carbono, indicio de residuos de aminoacidos
qgue contienen alcoholes en sus cadenas laterales (Figura 6.41). En este mismo
espectro HSQC se tiene un pico de cruce de la sefal de 67.68 ppm de un carbono
que correlaciona con la sefial de proton en 3.74 ppm, la cual es una senal multiple

que integra para un protédn de metino (CH), estos desplazamientos presuponen
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que la senal de cruce observada en HSQC corresponden a un R>-CH-OH vy
observando la estructura de los aminoacidos proteicos sélo la treonina contiene un
hidroximetino, por lo que, una de las dos sefiales dobles de -CH3; en RMN-"H (1.33

0 1.09 ppm) le corresponde a la treonina.

-OH Contaminacién —?H -CH’z- CH ﬁ CH’,

L15

L20

—4-_1, l2s5
: [30
1 L3s

- 40 —

L =

? @ L4s &
= o0 L
— @ i teo
CHOH —s 8 ) o
CH-OH —4 oo [
| L 75
' L 8o

6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
F1 (ppm)

Figura 6.41 Expansion de 3.4 a 6 ppm en RMN-'H (F1) y de 10 a 80 ppm en
RMN-'3C (F2) del espectro HSQC que muestra los hidroxilos, hidroximetinos e
hidroximetilos de treonina y serina en la ciclosenegalina A (2) en DMSO-a;
Continuando con el analisis, de acuerdo con los datos publicados por Tan y
Zou (2006) de RMN-'H de los metilos en los residuos de los aminoacidos
proteicos en ciclopéptidos, el metilo de alanina es el que presenta el mayor
desplazamiento hacia campos més altos en RMN-'H (1.19 ppm) comparados con
los metilos de los otros residuos de aminoacidos. Partiendo de estos datos el
metilo restante (-CH3) con sefial en RMN-"3C de 17.2 ppm y RMN-'H de 1.33 ppm,

que también presenta sefal doble debido a que esta enlazado a un metino se
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asigné al residuo de alanina. También, se dedujo la presencia del residuo de
serina debido al grupo hidroxilo en 5.96 ppm de RMN-'H y por el carbono con
sefal en 63.5 ppm en RMN-3C, el cual en el espectro HSQC tiene una sefal de
cruce con dos protones en 4.22 y 3.71 ppm de un metileno, por lo que el grupo
estda conformado por R-CH,-OH, caracteristico de serina (Figura 6.41).
Finalmente, se dedujo el residuo de glicina por la sefnal doble de dobles en el

espectro RMN-'H en 8.89 ppm (Figura anterior 6.36).

6.2.2.1 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-"*C de los residuos
de los aminoacidos de la ciclosenegalina (2)

Este ciclopéptido contiene los residuos de los aminoacidos de leucina,
prolina, valina, serina, treonina, glicina y alanina, la asignacién de los
desplazamientos quimicos de RMN-'H y RMN-'3C de cada residuo fue con el
mismo procedimiento utilizado para la ciclopurpuracina (1), a través de las
correlaciones HSQC, COSY y HMBC. En la siguiente seccién se describe
Unicamente la asignacion de los residuos de leucina, treonina y alanina, mientras
que los datos de desplazamiento de carbonos y protones de los otros residuos se
resumen en la tabla 6.3 ya que la forma de asignarlos se mencion6 en los parrafos
anteriores.
6.2.2.1.1 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-"3C del residuo del

aminoacido treonina
En parrafos anteriores se mencion6 que el ciclopéptido (2) contiene un residuo

de treonina debido a que en el espectro HSQC se observé un pico de cruce de la
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sefnal de 67.68 ppm de un carbono que correlaciona con la seial de proton en
3.74 ppm, que integra para un protén de metino (CH), el cual se atribuyé a un
grupo R2-CH-OH por el desplazamiento que presenta. También, se tiene la sefal
doble de -CH3 en 1.1 ppm que correlaciona con el carbono de 20.3 ppm, dicha
senal doble indica que esta unido a un grupo metino y por el desplazamiento que
presenta su carbono, el metino es el del grupo R>-CH-OH el cual se confirmé por
la correlacion HMBC a dos enlaces entre el carbono 67.68 ppm del metino y el
protén 1.1 ppm del grupo metilo. Este mismo carbono a 67.68 ppm del metino
correlaciona a dos enlaces con el proton en 4.63 ppm que integra para un protén y
se encuentra en la zona de los protones alfa al carbonilo. El espectro HSQC indica
que el carbono en 50.6 ppm tiene un pico de cruce con el protén 4.63 ppm antes
mencionado, confirmandose el -aCH-. La asignacién del OH de la treonina se
determind debido a que en el espectro HSQC se observ6 una senal doble en 4.5
ppm que integra para un proton y no presenta correlacién hacia algun carbono,
asignandose a un grupo -OH, esta senal en el espectro COSY muestra un pico
cruzado con el proton del metino a 3.7 ppm (-gCH-) (Figura 6.42), confirmandose
el grupo R>-CH-OH. EI NH se asign6 también por la correlacion COSY del protén -
aCH- en 4.6 ppm con el protén NH a 7.13 ppm. El espectro HMBC confirmé la
correlacién del protén NH a 7.13 ppm con el carbono en 50.6 ppm del -aCH-. El
carbonilo de la treonina no se logra determinar de forma definitiva a través del
espectro HMBC debido al ancho de las sefnales del proton -aCH- con el carbonilo.
Finalmente, el espectro de Correlacién Total (TOCSY por sus siglas en inglés)

terminé por confirmar el sistema de spin de la treonina, Figura 6.43.
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Figura 6.42 Expansion de 1.5 a 7.5 ppm en RMN-'H (F1) y de 3.6 a 4.8 ppm en
RMN-'H (F2) del espectro COSY que muestra las correlaciones entre los protones
OH, a, B, y del residuo de treonina en la ciclosenegalina A (2) en DMSO-ds

6.2.2.1.2 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-"3C del residuo del
aminoacido alanina

La asignacién de los desplazamientos del residuo de alanina inicio a través de
la sefial doble en 1.19 ppm en RMN-'H que integra para tres protones, la cual en
el espectro HSQC correlaciona con el carbono en 17.3 ppm, por lo que se asigno
a un metilo; esta sefal doble indica que los protones del metilo tienen de vecino a
un metino. En el espectro COSY se observo un pico de cruce de la sefial 1.19 ppm
con la senal de 4.09 ppm que integra para un protdn, esta sefial de 4.09 ppm
correlaciona con el carbono de 51.3 ppm en el espectro HSQC confirmandose la

presencia del metino; debido a los desplazamientos del protén y carbono el metino
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fue asignado a un —aCH-. A través del espectro HMBC se observé la correlacion
del carbono a tres y dos enlaces de distancia de 17.3 (CH3) y 51.3 ppm (-aCH-)
con el protén del NH en 8.5 ppm, asignandose al NH de la alanina y también por el
espectro HMBC se vio la correlacion del proton 4.09 del —aCH- con el carbonilo
173.8 ppm a dos enlaces de distancia (Figura 6.44). El espectro de Correlacion
Total, TOCSY, termin6 por confirmar el sistema de spin de protones de alanina,

Figura 6.43.
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Figura 6.43 Expansién de 7 a 8.9 ppm en RMN-"H (F1) y 0.5 a 5.5 ppm en RMN-
'H (F2) de los sistemas de spin de los residuos de los aminoacidos de la
ciclosenegalina A (2) en el espectro TOCSY en DMSO-ds
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Figura 6.44 Expansion del espectro HMBC de 8.4 a 8.5 en RMN-'H (F2) y de 15 a
55 ppm en RMN-"3C (F1) que muestra las correlaciones de los protones del
residuo de alanina en la ciclosenegalina A (2) en DMSO-a5

6.2.2.1.3 Asignacion de los espectros de RMN-'H y RMN-'3C del residuo del
aminoacido leucina

En el espectro de RMN-'H se observé a baja frecuencia en 0.9 ppm dos
senales dobles ligeramente sobrepuestas que integran cada una de ellas para tres
protones de metilos; uno de los residuos de aminoacidos proteicos que contiene
grupos metilos y que presentan senales dobles es la leucina, por lo que su
asignacion inicio a través de estos metilos para encontrar el radical isobutilo de la
cadena lateral del residuo de leucina. En el espectro HSQC se observo la
correlacion de las dos sefnales dobles de los metilos en 0.9 ppm con los carbonos
en 22.3 y 23.1 ppm. Por otro lado, las sefales dobles de estos metilos (0.9 ppm)
indican que tienen de vecino a un grupo metino (-CH-), el cual se observé a través
del espectro homonuclear COSY donde estos metilos correlacionan con una sefial
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multiple del proton en 1.5 ppm, Figura 6.45. En el espectro HSQC se observd que
el protén ubicado en 1.5 ppm correlaciona a un enlace con una senal de carbono
en 24.6 ppm, confirmandose el metino (CH). Continuando con la asignacién del
radical isobutilo, a través del espectro HMBC se observé la correlacién a tres
enlaces del carbono 23.1 ppm de uno de los metilos con los protones en 1.3y 1.4
ppm de un metileno (-CH2-) con carbono en 43.8 ppm asignado a través del
espectro HSQC. A su vez se observo en el espectro COSY que estos protones en
1.3 y 1.4 ppm correlacionan con un protdén en 4.5 ppm caracteristico de —aCH- al

carbonilo (Figura 6.45), de esta forma se confirmé el radical isobutilo de la leucina.
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Figura 6.45 Expansion de 0.8 a 4.6 ppm en RMN-"H (F2) y 1 a 8 ppm en RMN-'H
(F1) del espectro COSY que muestra las correlaciones de los protones del residuo
de leucina en la ciclosenegalina A (2) en DMSO-ds

Por otro lado, el grupo amino del residuo de leucina se asigné a través del

espectro COSY por el protén en 4.5 ppm del -aCH- al carbonilo que tiene un pico
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de cruce con la sefial en 7.8 ppm del protdon NH; por medio del espectro HSQC se
determiné el carbono del -aCH- en 52.9 ppm. Finalmente, por el espectro HMBC
fue determinado el carbonilo de este residuo, ya que se observa un pico de cruce
entre el carbonilo en 171.3 ppm con el proton en 4.5 ppm del -aCH- y el protén en
1.4 ppm del metileno (-CH-). El espectro de Correlacién Total, TOCSY, termind

por confirmar el sistema de spin de la leucina, Figura 6.43.

6.2.2.2 Masa exacta y secuencia de los residuos de los aminoacidos de la
ciclosenegalina A (2) por espectrometria de masas de alta resolucion
Con el analisis de los espectros de RMN a 700 MHz se dedujo que la

composicién de la ciclosenegalina A (2) estd constituida por siete aminoacidos
(prolina, serina, valina, treonina, leucina, glicina y alanina). Debido a que la
asignacion por RMN de la secuencia entre estos aminoacidos resulta un poco
confusa por la baja resolucién de los espectros HMBC en la zona de correlacidén
entre protones de —-NH;- (7 a 9 ppm) y -Ci,1- de carbonilo (160 a 170 ppm) se

recurrio a la espectrometria de masas de alta resolucion, MS-TOF.

6.2.2.2.1 Espectro (MS)' para obtener la masa exacta de la ciclosenegalina A

(2)

En el espectro de masas MS1 de la ciclosenegalina A (2) (Figura 6.46) se
observo el pico correspondiente al ion molecular esperado para el ciclopéptido (2)
[M+H]"=626.3717 de formula molecular CogHs7N7Og; con un error de 33 ppm
respecto al [M+H]" tedrico de 626.3508 debido a las variaciones en el equipo TOF.
Se observan también los iones [M+Na]'= 648.3543 y [M+K]'=664.3362, ademas

de estos iones en el espectro se tienen otros con intensidades relativamente altas,
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especialmente el ion 475.3437 que no coinciden con fragmentos generados del

ciclopéptido, lo que podria indicar una posible contaminacién de la muestra.
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Figura 6.46 Espectro MS1 del ciclopéptido ciclosenegalina A (2) a un CV de 30 V.
Los nimeros entre paréntesis representan la carga de los iones asignados

6.2.2.2.2 Espectro (MS)*> del ion 755.40* de la ciclosenegalina A (2) y
verificacion de la secuencia peptidica
Una vez que se asignd el ion molecular [M+H]*= 626.3717 del ciclopéptido (2)

se calibro el espectro para tener la masa exacta del ion molecular, el cual fue de
[M+H]*= 626.3476 con un error de 0.2 ppm ppm respecto al [M+H]* teérico de
626.3508 y con una masa molecular monoisotdpica de 625.3425. Posteriormente
se hizo el patrén de fragmentacion MS2 del ion molecular [M+H]*= 626.3717, asi
como de sus aductos: [M+Na]'= 648.3543 y [M+K]'= 664.3362. Sin embargo, la
anotacién de la secuencia de la ciclosenegalina A (2) se realizd unicamente con el

ion precursor [M+H]"= 626.3717 (Figura 6.47).
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Figura 6.47 Espectro MS2 del ion precursor [M+H]"= 626.3717 aun CV de 30 V y
Ce 25 eV de la ciclosenegalina A (2). L: leucina, S: serina, A: alanina, V: valina, T:
treonina, P: prolina, G: glicina. Los niumeros entre paréntesis representan la carga
de los iones asignados.

En el espectro MS2 los numeros entre paréntesis son la carga de los iones
asignados, Figura 6.47, los numeros entre corchetes representan las zonas de
corte de los residuos de aminodacidos, la letra b representa los diferentes
fragmentos de los residuos del ciclopéptido (2) segun la nomenclatura propuesta
por Nierdermeyer y Strohalm para ciclopéptidos, 2012. Al analizar los fragmentos
MS2 de la Figura 6.47 éste corresponde efectivamente a un ciclopéptido. Se

encontré que la secuencia mas probable para éste ciclopéptido es una de las

siguientes:

a) Ciclo (-Pro’-Gly*-Leu®-Ser*-Ala®>-Val®-Thr’-)
b) Ciclo (-Gly'-Pro®*-Leu®-Ser*-Ala®-Val®-Thr’-)

El orden de los dos primeros aminodacidos [-Pro'-Gly?-/(-Gly'-Pro?] no se pudo

diferenciar con el espectro obtenido.
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6.2.2.2.3 Conectividad de los diferentes residuos de los aminoacidos de la
ciclosenegalina A (2) usando correlaciones HMBC
Para confirmar una de las dos propuestas de la secuencia de la ciclosenegalina

(2) obtenidas por espectrometria de masas se recurrié a los espectros ROESY.
Para éste ciclopéptido no se utilizaron las correlaciones tipo HMBC a dos enlaces
de distancia entre el proton —NH- del residuo “/’ y el carbono del carbonilo del
aminoacido vecino “i+1” para conectarlos a través del enlace peptidico, debido a
qgue no se pudo asignar con precisidn los carbonilos de algunos aminoacidos en el

espectro HMBC.

Serina Glicina
”i" Hl'+]ll

Figura 6.48 Parte de la estrategia empleada para asignar la conectividad entre los
residuos de aminoacidos de la ciclosenegalina A (2)

La opcidn para asignar la secuencia entre los residuos de los amino&cidos en el
ciclopéptido fue por medio de las correlaciones dipolares ROESY del protén —NH-
del residuo “/’ y los protones —aCH- del aminoacido vecino “i+1”, Figura 6.48. Sin
embargo, una de las dificultades para conectar a los residuos a través del espectro
ROESY es que en dicho espectro se observan las correlaciones escalares
TOCSY, que pueden generar errores en las asignaciones. Para solucionarlo,

primero se asignaron los sistemas spin de cada residuo de aminoacido en el

espectro TOCSY (Figura 6.49) y se identificaron estas correlaciones dentro del
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espectro ROESY, por lo que el resto de senales en el espectro corresponde a las
correlaciones dipolares ROESY, Figura 6.50. En la ampliacién que se le realiz6 al
espectro ROESY de 7 a 9 ppm en F1 (zona de -NH- del enlace peptidico) y 3 a 5
ppm sobre F2 (desplazamientos tipicos de —aCH- al carbonilo) se observa un
conjunto de once sefales, donde seis de ellas pertenecen a las correlaciones
escalares TOCSY entre los protones —NH- con sus respectivos protones —aCH- al
carbonilo de cada aminoéacido y dos sefnales de los protones 3 de los residuos de
serina y prolina, en la Figura 6.50 se puede ver la comparacion entre ambos
espectro TOCSY y ROESY. Las sefales restantes en el espectro ROESY
pertenecen a las interacciones dipolares entre los protones —NH- del residuo “/”

con el proton —aCH- al carbonilo del aminoacido vecino.

-NH-

Gly Ser Ala Leu Val Thr
58.9 58.54 58.49 58.83 6745 8713
l ' ! ! :

Y | | )

’J} i L3.1
E ¢ b33
Gly - aCH', 534~ =" -5 1
i i L3.5
Ser BCH 8371 oo ] 137
Thr -BCH= 83.8 =g : =
; 398
Ala -aCH- 54.0 —» | g
Gly -aCH',- 54.0 — @
Val -aCH- 8 4.11 = ; 4.1
Ser -BCH'y- 54.23—» ; r
4.3
Ser aCH-845 . J ... g AT
Leu -aCH- 54 52— ===+ @ - ﬂ: 4.5
Thr aCH-546 —= —=J M. MW 19! s
’\EJ‘ Y 47

8.088878685848382818079787.776757473727.1
F1 (ppm)

Figura 6.49 Ampliacién de 7.1 a 8.9 ppm en RMN-'H (F1) y 3.1 a 4.7 ppm en
RMN-'H (F2) del espectro TOCSY donde se observan las correlaciones de los -
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aCH- y -BCH- con los NH de los residuos de los aminoacidos de la ciclosenegalina
A (2)

Gly Ser Ala  NH- Leu Val Thr
589 58545849 58.83 5745  57.13

Ser BCH", 5 3.71 _»
Thr p—pCHZ- 538

Ala -aCH-_34.0—=
Gly -aCH,- 54.04— .

Val -aCH- 3 4.
vl St 84—

Ser -BCH 54.23—=

1
4
s

9..0 !;.9 8‘.8 E;.? SI.G 8:5 SI.4 813 BI.Z 8“1]8;.0 ?? 7'.8 7I.7 7:6 7I.5 7‘,4 7r.3 7‘.2 7r.1 7‘.0
f Ppm
Figura 6.50 Ampliacion de los espectros ROESY a modo de comparacion. a y
indican las correlaciones tipo TOCSY dentro del espectro ROESY vy la flecha
indica las correlaciones ROESY entre los residuos de la ciclosenegalina A(2)

Ser -aCH-845 ___
Leu -aCH- 84.52

En el analisis de las senales de la ampliacion del espectro ROESY, Figura 6.50,
se dedujo que el protdn —aCH- al carbonilo del residuo de leucina (traslapado en
4.51 ppm) presenta un pico de cruce con el protén —NH- (8.54 ppm) del residuo de
serina; a su vez el protbn —aCH- al carbonilo del residuo de serina, también
traslapado en 4.51 ppm, correlaciona con el protén —NH- (8.53 ppm) del residuo
de alanina, confirmando la secuencia -Ser-Ala- por la correlacion dipolar que se
observa del proton —BCHy’- (4.2 ppm) de la serina con el NH de la alanina. Por lo

que hasta este momento se tiene el fragmento de -Leu-Ser—Ala, Figura 6.51.
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[ Seaz F
H,C J \ © Hy
\ OH
/CH .
HaC 'i"\CH3
Leu Ser Ala

Figura 6.51 Fragmento -Leu-Ser-Ala- generado por el andlisis del espectro
ROESY de la ciclosenegalina A (2)

La continuacidén de la asignacidén de la secuencia de aminoacidos del lado del
residuo de alanina no se pudo seguir por el espectro ROESY ya que no se
observaron otros picos de cruce que correlacionen con la alanina. Por otra parte,
se observo el espectro ROESY un pico de cruce del protdn —NH- (8.9 ppm) de la
glicina con 4.1 ppm donde se sobreponen dos sefales, una del protdbn —aCH- del
residuo de prolina y la otra es de valina, generandose asi dos posibles fragmentos
Pro-Gly o Val-Gly, Figura 6.52. La correlacion se le asigné a Pro-Gly ya que por lo
regular estos dos residuos van juntos para generar el giro en los ciclopéptidos,
aunado a que el andlisis por espectrometria de masas detectd estos dos residuos

juntos, Pro-Gly-.

Socd.1
Ouché-1
aCH o y ; H o " "
\/ NP P4
,L o CH H o}
6NH8'9 HSC/ \CHS 6NH8‘9
Pro Gly Val Gly

Figura 6.52 Fragmentos generados -Pro-Gly- y -Val-Gly- por el analisis del
espectro ROESY de la ciclosenegalina (2)
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Posteriormente, se observé que el protdn —aCH, — (en 4 ppm) de la glicina
tiene un punto de cruce con el proton —NH- (7.9 ppm) de la leucina. Por lo que el
fragmento -Pro-Gly- va unido al segmento de -Leu-Ser-Ala-, obteniendo un
fragmento de cinco residuos de aminoacido con la siguiente secuencia -Pro-Gly -

Leu-Ser-Ala-, Figura 6.53.

Pro 5))5

Seord 1 H o—=c¢
\ P
c

Ala
8.9 / ~,

N—-H H——N &,,8.53

éucH2v4.0H§NN:7-9 ‘\>H o
Gly " N/ f \N—\C Baci5
r NS

0

C C C——OH
/5QCH4.5 \\ y pd
H,C o)

Leu
"i+1" CH——CH,

‘ Ser
H

HaC

Figura 6.53 Fragmento generado de -Pro-Gly-Leu-Ser-Ala- por el analisis del
espectro ROESY de la ciclosenegalina A (2)

La secuencia de los dos ultimos residuos valina y treonina no se pudieron
asignar a través del espectro ROESY ya que las sefiales son confusas. Una vez
que se tuvo este fragmento del ciclopéptido, se recurrié nuevamente al analisis del
HMBC para reasignar los carbonilos de los residuos donde se tenia duda debido al
ancho de los picos de cruce en el espectro HMBC, ya que al saber la secuencia
entre los cinco residuos (-Pro-Gly-Leu-Ser-Ala-) se dedujo con mayor exactitud la

correlacién del protén —NH- del residuo “i” y el carbonilo C=0O del residuo vecino

‘i+1” en el espectro, Figura 6.54.
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Gly Ser Ala -NH- Leu Val Thr
589 5854 58.49 58.83 5745 87.13

Y L

o i
I L) 1167.5
~ |
JJJLW"'v N L 168.0
I . 1685
Gly 5169 — & ril. | 169.0
Thr 51693 _ =
Ser 5169.4 —* ll F1e9.5
l 1170.0_
l170.5E
Val 51707 —~ | — 2
‘J] L171.05
A
Leu 51712 —» I e
| | il L1171.5
Pro 8171.8 —» 0| |{|‘ |
‘ L172.0
| | L1725
Ala 51727 —» i e
) I L173.5
‘ 4 L174.0

898.88.78685848.38.28.18079787.7767574737.27.1
F1 (ppm)

Figura 6.54 Expansion del espectro HMBC de 7 a 9 ppm en RMN-'H (F1) y de
167 a 174 ppm en RMN-"3C (F2), de la zona caracteristica de correlaciones entre
protones NH y carbono del carbonilo del enlace peptidico de la ciclosenegalina A

(2)

En la expansion del espectro HMBC de 7 a 9 ppm y de 167 a 174 ppm, Figura
6.54, se observd la correlacion del carbonilo en 172.8 ppm de la alanina con el
protén -NH- en 7.4 ppm de la valina y a su vez se tiene que el carbonilo de la
valina en 170.8 correlaciona con el proton NH en 7.1 ppm de la treonina. Mientras
que el carbonilo C=0 en 169.3 ppm de la treonina no presenta correlacién con
alguna senal de proton NH, lo que significa que esta unido a un amino terciario

como la prolina, generandose el fragmento de -Ala-Val-Thr-Pro-, Figura 6.55.
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Figura 6.55 Fragmento generado de -Ala-Val-Thr-Pro- a partir del andlisis del
espectro HMBC de la ciclosenegalina A (2)

Incorporando la conectividad de -Ala-Val-Thr-Pro- deducida por las
correlaciones HMBC, a la secuencia observada a través del espectro ROESY de
Pro-Gly-Leu-Ser—Ala se generd la secuencia peptidica del cicloheptapéptido (2)
como Ciclo-(Pro'-Gly*-Leu3-Ser*—Ala®-Val®-Thr’-) heptapéptido, Figura 6.57. Por lo
que, los desplazamientos quimicos de todos los atomos de carbono e hidrégeno
de los residuos de la ciclosenegalina A (2) pudieron ser asignados resumiéndose
en la Tabla 3. De esta manera la secuencia de la ciclosenegalina A (2) esta de
acuerdo con la secuencia de la opcidén A de las dos propuestas por espectrometria

de masas.

o Gly?
o}
;
Pro N Leud
N
o N HN
o
Th? » HN
Ser*
H
N hN OH
Iath
o

Figura 6.57. Ciclopéptido ciclosenegalina A (2) generado por el analisis de los
espectros ROESY, HMBC y Espectrometria de Masas (MS2)

HO

O

Val® Ala®
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Una vez asignada la secuencia de aminodacidos de la ciclosenegalina A (2) se
observd que ésta es la misma que fue descrita previamente por Wele—Bodo (2002)
en la Annona senegalensis, recolectada en Casamance al sur del Senegal. El
hecho de reportar que ambas especies sinteticen el mismo ciclopéptido contribuye
al conocimiento de que la produccion de ciclopéptidos como metabolitos
secundarios en especies del género Annona se manifiesta bajo diferentes

ambientes.
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Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN para la ciclosenegalina A (2) en DMSO-

ds
Residuo  Atomo 'H (ppm)  J (Hz) °C (ppm) gHMBC ROESY
Pro’ co 171.8 8.9 NH-Gly
Hq (1H) 414 traslapado 61.2
Hg (1H) 2.1 m 29.5
Hg» (1H) 1.8 m
Hy (1H) 1.9 m 25.2
Hy» (1H) 2.0 m
Hs (H) 3.9 m 48.7
Hs" (H) 3.6 td, 9.89y 6.75
Gly? co , 168.9 7.8 NH-Leu
NH 8.9 dd7.8y 4.82 4.14 ,CH-Pro
Hq (1H) 3.4 dd,17.01y7.5  43.1
« (1H) 4.0 d, 4.67
Leu® co 171.3 8.54 NH-Ser
NH 7.8 d, 10.46 4.0 (CH2'-Gly
Hq (1H) 452 m 52.9
Hg (1H) 1.4 m 43.8
Hg (1H) 1.3 m
Hy (1H) 15 m 24.6
vCH3 (3H) 0.9 d, 6.55 23.1
sCHs (3H) 0.9 6.50 22.3
Ser’ coO 169.5 8.49 NH-Ala
NH (1H) 8.54 d, 6.9 4.52 ,CH-Leu
Hq (1H) 45 m 54.3
Hg (1H) 3.71 m
Hg (1H) 423 m 63.5
OH (1H) 5.92 d, 3.89 7.13 NH-Thr
7.45 NH-Ser
Ala® coO 172.8 7.45 NH-Val
NH 8.49 d, 4.3 4.5 (CH-Ser
Hq (1H) 4.0 51.3
gCHs (1H) 1.3 qd, 7,41y4.14 175
Val® cO 170.7 7.13 NH-Thr
NH 7.45 d, 10.27
Ha (1H) 411 m, (traslapado) 59.1
HB (1H) 2.0 m 30.6
yCHs (3H) 0.8 d, 4.17 19.4
v CHs 0.81 d, 4.19 18.6
(3H)
Thr’ co 169.3
NH 7.13 d, 10.23
Ha (1H) 4.6 t,9.13,9.13 50.6
HB (1H) 3.8 m 67.6
OH (H) 45 d, 7.45
yCHs (3H) 1.1 d, 6.27 20.3
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6.2.3 Anomuricatina A (3)
Continuando con la identificacién de los compuestos obtenidos del extracto

hidroetandlico (EtOH/H.O/AcOH), a través de los métodos cromatograficos se
obtuvo de la fraccibn E un sélido blanco que también dio prueba positiva a
ciclopéptidos con Cly/O-tolidina y negativa a ninhidrina, indicando la presencia de
un ciclopéptido conocido, dicho sélido fue nombrado como anomuricatina A (3). Un
cantidad de esta fraccion se mantuvo en solucion con la minima cantidad de
metanol dentro de un tubo de RMN, observando al evaporar lentamente este
disolvente un sélido cristalino que fue sometido a un estudio de difraccién de
Rayos—X (Figura 6.58) mostrando ademas una molécula de agua de cristalizacién
y con la siguiente secuencia de sus residuos de aminodcidos: ciclo (-Val'-Ser?-
Ala® —Pro*-Gly®>-Phe®-), cuya estructura se muestra en la Figura 6.59, dicho
ciclopéptido correspondié con uno que ya habia sido previamente aislado vy
reportado de Annona muricata (Wu et al., 2007 ). Los datos de adquisicion y
propiedades del cristal se muestran en la Tabla 4, donde se puede apreciar que
después del procesamiento de los datos de difraccién se iterd la férmula molecular
C27H3sNeO7, en la misma Figura 6.59 se observa que la estructura cristalina esta
asociada con un cuarto de molécula de agua de cristalizacién, lo cual es
comparable con los datos publicados para la anomuricatina A (3) donde esta fue

obtenida y resuelta con una molécula de metanol en su estructura cristalina.
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Figura 6.58 Unidad asimétrica de la annomuricatina A (3) obtenida por difraccién
de Rayos-X
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Figura 6.59 Estructura de la annomuricatina A (3)
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Tabla 4.- Datos cristalograficos de la annomuricatina A (3)

Formula empirica

Peso formula

Temperatura

Longitud de onda

Sistema del cristal

Grupos espacial

Dimensiones unitaria de la celda

Volumen

Z

Densidad calculada
Coeficiente de absorcién
Tamario del cristal/ color/ forma
Intervalo de 6

Intervalo de indices
Reflexiones colectadas
Reflexiones Unicas
Completado a 6=67.679°

Max. y Min. transmisién
Método de afinamiento
Datos/restricciones / parametros
indices R final [I>2sigma(l)]

Ca7H3sNeO7

563.14

100(2)K

1.54178

ortorrombico

P212124

a=85780(3) A a=90°
b=14.4769(5) A p=90°
c=235012(9) A y=90°
2918.45(18) A3

4

1.282 Mg/m3

0.780 mm-1

0.366 x 0.120 x 0.112 mm / incoloro /barra
3.586 to 77.797°

-9<=h<=10, -18<=k<=18, -29<=I<=29
85791

6193 [R(int) = 0.0616]

99.7 %

0.751 y 0.5846

Matriz de minimos cuadrados sobre F2
6193/13/397

R1 =0.0333, wR2 = 0.0702

indices R R1 =0.0377, wR2 = 0.0723
Goodness-of-fit on F2 1.109
Parametros estructurales absolutos -0.02(5)
Densidad electrénica residual 0.166 and -0.134 e.A®
6.3 Configuracion absoluta de los aminoacidos

ciclopurpuracina (1)

de Ila

La configuracidén absoluta de los residuos de los aminodcidos del ciclopéptido

ciclopurpuracina (1) se establecié por medio del método de Marfey usando Ng-

(2,4-dinitro-5-fluorofenil)-L-alanilamida (FDDA). En la Figura 6.60 se presenta el

cromatograma de los derivados con FDDA de los residuos de los aminoacidos del

hidrolizado del ciclopéptido ciclopurpuracina (1), los cuales fueron comparados

con los tiempos de retencién de los derivados de los estandares de los isobmero D
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y L de los aminoacidos Pro, Phe, lle, Ser y Val, Figura 6.61. Los resultados
muestran que los isdbmeros de los residuos de los aminoacidos presentes tienen
configuracion L, como se esperaba, ya que es la forma que presentan los
aminoacidos comunes presentes en la mayoria de los ciclopéptidos aislados de

las semillas de frutos de la familia Annonaceae.

110

&
L-serina
L-prolina
L-fenilalanina
L-leucina

g
FDDA
L-valina

: J

RT [min]

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0

Figura 6.60 Cromatograma de los derivados del hidrolizado del ciclopéptido
ciclopurpuracina (1). RP-HPLC, columna: Jupiter Proteo C12, 250x 4,6 mm 4,0
um 90 A, Deteccion: UV-VIS a 230 nm, Volumen inyectado: 1,0 uL, Fase mdvil:
H2O (0.05% TFA) y ACN (0.05% TFA), Gradiente de elucién 10 a 75% ACN en 30
min.
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Figura 6.61 Cromatograma de los derivados de los estandares de los aminoacidos
por RP-HPLC. Columna: jupiter Proteo C12, 250x 4,6 mm 4,0 um 90 A, deteccién:
UV-VIS a 230 nm, volumen inyectado: 1,0 uL, fase mévil: H,O (0.05% TFA) y ACN
(0.05% TFA), gradiente de elucion 10 a 75% ACN en 30 min.
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7 CONCLUSIONES

Se realizé un estudio quimico de Annona purpurea y, por primera vez, se
aislaron varios ciclopéptidos de esta especie. En este trabajo se analizé el extracto
hidroetandlico (60:40, 0.1% de Ac. Acético) de la semilla de Annona purpurea
Moc. & Senssé ex Dunal recolectada de la region de Las Salinas, Comunidad de
Chicomuselo en el Estado de Chiapas. Se aislaron tres ciclopéptidos:
ciclopurpuracina (1): ciclo (-Pro'-Gly> Phe® ILe* Gly*>- Ser®- Pro’-val®.),
ciclosenegalina A (2): ciclo (-Gly'-Pro?-Leu®-Ser*-Ala®>-Val®-Thr’-) y annomuricatina
A (3): ciclo (-Val' -Ser®-Ala3-Pro*-Gly®-). Los ciclopéptidos ciclosenegalina A (2) y
annomuricatina A (3) ya han sido aislados previamente en las especies Annona
senegal y Annona muricata respectivamente. El ciclopéptido ciclopurpuracina (1)
resultd ser un nuevo producto natural, cuya elucidacion estructural se llevé a cabo
empleando técnicas espectroscopicas de RMN 1D y 2D y espectrometria de
masas de alta resolucion Ms/Ms empleando un software de analisis para
ciclopéptidos MassLYnx y nMass. La espectrometria de masas de alta resolucién
ayudo a corroborar tanto la presencia de los aminoacidos, como la secuencia de

los mismos en el ciclopéptido.
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8 PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio quimico del extracto hidroetanélico (60:40, 0.1% de Ac.
Acético) de la semilla de Annona purpurea con el propdsito de obtener nuevos

ciclopéptidos.

Optimizar las condiciones de aislamiento para obtener mayor cantidad de

extracto para efectuar ensayos de actividad antiinflamatoria y antitumorales.
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ANEXOS

Tabla A 1. Fracciones obtenidas de la separacién por CCA de la fraccion soluble
en metanol del extracto hidroetandlico

Fraccion /Eluatos  Disolvente/Proporcion Peso (9) Prueba Quimica  Analisis RMN-'H
O-Tolidina

A (1-52) CH:Cl; (100%) 0.053 - -
B (53-80) CHxCl, -MeOH (2-8%) 0.0433 + -
C (81-103) CHCl, -MeOH (10-14%) 0.250 + +
D (104-107) CHCl, -MeOH (14-16%) 0.0107 + +
E (108-113) CHxCl, -MeOH (16-20%) 0.027 + +
F (113-138) CHCl, -MeOH (22-24%) 1.2719 + -
G (139-158) CHCl, -MeOH (26-28%) 0.0702 - -
H (158-190) CH:Cl, -MeOH (30-34%) 0.3039 - -
1 (191-230) CHCl, -MeOH (36-40%) 0.546 - -
J (231-243) CHCl, -MeOH (40-45%) 0.565 - -

Tabla A 2. Fracciones obtenidas de la CPP en la fraccion C (100 mg de la fraccion
C, eluyente CHxCl>:MeOH: H,O (5.5: 4: 0.5), revelada con luz UV, A 254nm)

Bandas de TLC Peso (g) % en peso Prueba quimica RMN-1H
(en orden Ninhidrina/ Cl,/
ascendente) O-tolidina

C- 0.0084 8.4 - _
(o] 0.009 9.9 - -
C-lil 0.037 37 - -
C-lv 0.019 19 + +
c-v 0.013 13 + +
C-vi 0.0097 9.7 +

C-Vil 0.0047 4.7 +

c-viil 0.0036 3.6

C-VIil 0.005 5

C-X e

Xii



Tabla A 3. Fracciones obtenidas de la CPP del eluato D (100 mg de la fraccion D,
eluyente CHxCl>:MeOH: H,O (5.5: 4: 0.5), revelada con luz UV, A 254nm)

Bandas de TLC Peso (9) % en peso Prueba quimica RMN-1H
(en orden Cl,/ O-tolidina
ascendente)
D-l 0.0064 6.4 - _
D-lI 0.019 19 - -
D-lll 0.027 27 + +
D-lv 0.0090 9. + +
D-v 0.0103 13 + -
D-VI 0.0027 2 -
D-Vil - e

Tabla A 4. Fracciones obtenidas de la CPP del eluato E (100 mg de la fraccion E,
eluyente CHxCl>:MeOH: H20O (5.5: 4: 0.5), revelada con luz UV, A 254nm)

Bandas de TLC Peso (9) % en peso Prueba quimica RMN-1H
(en orden Cly/ O-tolidina
ascendente)
E-l 0.0036 3.6 - _
E-ll 0.011 11 - -
E-lNl 0.045 45 - +
E-IV 0.010 10 - -
E-V 0.014 14 + +
E-VI 0.0027 2.7 -
E-VII — e

Figura A1. Espectro UV de ciclopurpuracina (1)
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Ciclopéptido

Figura A2. Espectro IR de cibrlopurpuracina (1)
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Figura A3. Espectro RMN-'H de ciclopurpuracina (1) (700 MHz, DMSO-ds)
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Figura A4. Espectro RMN-"3C de ciclopurpuracina (1) (175 MHz, DMSO- dk)
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Figura A5. Espectro DEPT de ciclopurpuracina (1) (175 MHz, DMSO-ak)
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Figura A6. Espectro HSQC de ciclopurpuracina (1) (700 MHz, DMSO- ds)
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Figura A7. Espectro COSY de ciclopurpuracina (1) (700 MHz, DMSO- d)
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Figura A8.

Espectro ROESY de ciclopurpuracina (1) (700 MHz, DMSO-ds)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: From a 60% hydroalcoholic extract of the seeds of Annona purpurea, a novel cyclooctapeptide, cyclopurpuracin
Annona purpurea (1), or cyclo(-Pro*-Gly>-Phe>-ILe*-Gly®-Ser®-Pro’-Val®-), has been isolated. The structure of cyclopurpuracin (1)
Seeds was determined by de novo sequencing based on MS/MS spectra and 1D and 2D NMR techniques (*H, *3C, HSQC,
Chincuya HMBC, COSY and ROESY).

Cyclopeptides

1. Introduction

The Annonaceae family includes well-known producers of cyclo-
peptides, including A. chirimola (Wélé et al., 2005b), A. glabra (Li et al.,
1999), A. montana (Chuang et al., 2008), A. muricata (I-Lan et al.,
1998), A. senegalesis (Wélé et al., 2002), A. squamosa (Morita et al.,
1999), A reticulate (Wélé et al.,, 2008) and A. glauca (Wélé et al.,
2005a,2005). The seeds of this family have been the source of many
cyclopeptides, such as cherimolacyclopeptide E, glabrin C, cyclo-
montanin A, annomuricatin B, cyclosenegalins A, cyclosquamosins
A-G, cycloreticulin A and glaucacyclopeptide A. In the case of Annona
purpurea Moc. & Sessé ex Dunal (Chincuya), several studies have fo-
cused on the isolation of alkaloids (Rején-Orantes et al., 2011), apor-
phines, oxoaporphines, isoquinolones, benzenoids, morphinandie-
nones, benzylisoquinoline (Chang et al., 1998, 2000) and acetogenins
(Ceplead et al., 1993; Chavez and Mata, 1998, 1999). It is important to
note that cyclopeptides have not yet been isolated from Annona pu-
purea. In this study, we investigated the natural compounds in the seeds
of A. purpurea and, for the first time, isolated a new cyclopeptide named
cyclopurpuracin (1) through repeated chromatography of a 60% hy-
droalcoholic extract and further purification using RP-HPLC. We de-
scribe the structure elucidation of this cyclopeptide by UV, IR, 'H NMR,

* Corresponding authors.

E-mail addresses: linoj@unam.mx (L. Reyes), benijovi@yahoo.com.mx (B. Reyes-Trejo).

https://doi.org/10.1016/j.phytol.2017.12.008

13C NMR, extensive 2D NMR and MS/MS experiments.
2. Results and discussion

The 60% hydroalcoholic extract of the seed kernels of A. purpurea
was chromatographed on a silica gel column, followed by the perfor-
mance of a preparative TLC and, finally, analysis via RP-HPLC. This
procedure yielded a white solid powder. The positive reaction of the
powder with a Cl,/o0-tolidine reagent suggested that the product was a
peptide, and the lack of coloration of its TLC spot when treated with
ninhydrin confirmed that it was a cyclopeptide (Reindel and Hoppe,
1954; Wélé et al., 2004). The melting point of this compound was
258-260 °C, which was near that already reported for cyclopeptides
(Tan and Zou, 2006). The UV spectrum showed absorptions at 228 and
275 nm, wavelengths commonly assigned to peptide bonds and aro-
matic residues (see Fig. S7) (Schwing et al., 2011), while its IR spectrum
displayed bands at 3300 and 1632 cm ™, which are typical of amide
groups (see Fig. S8) (Schwing et al., 2011). Analysis of the product by
high-resolution electrospray ionization mass spectrometry (HRESIMS)
identified a pseudo-molecular ion [M + H] " at m/z 755.4050, corre-
sponding to the molecular formula C3,Hs4NgOg and a molecular weight
of 754, accounting for 15 unsaturations (Sun et al., 2016).
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In contrast, the '"H NMR spectrum of the compound recorded in
DMSO-ds (1) indicated six amide proton signals between 8.83 and
7.31 ppm with J values ranging from 7 to 9 Hz, which signified the
presence of a cyclopeptide (see Fig. S1 for details) (Lang et al., 2008). In
addition, the identification of eight amide carbonyl carbons in the *3C
NMR spectrum between 172.4 and 168.3 ppm suggested that the pep-
tide contained two proline residues and that the molecule (1) contained
a total of eight amino acid residues (see Fig. S2). Following the '"H NMR
spectral analysis, integrated signals between 7.13 and 7.16 ppm were
assigned to the five phenylalanine aromatic protons, which was verified
by comparison with four signals in the *C NMR spectrum between
126.4 and 130.1 ppm (WEéLé et al., 2005a,2005). At low frequencies in
the "H NMR spectrum at 0.76, 0.84, 0.87 and 0.94 ppm, three doublet
signals and one triplet signal was present to signify methyl groups.
These signals indicated the presence of valine and isoleucine inside the
cyclopeptide, which was confirmed by four *C NMR signals between
25 and 11 ppm. At 5.71 ppm in the "H NMR spectrum, a signal with no
correlation with any carbon in the HSQC spectrum was observed; thus,
this signal was assigned to the hydroxyl group of serine (Morita et al.,
1999). Further, at 64.5 ppm in the HSQC spectrum, a cross peak of two
protons at 3.66 and 3.57 ppm was shown for a methylene group. The
signals present at 42.2 and 43.3 ppm in the HSQC spectrum showing
cross peaks with diasterotopic protons at 3.97, 3.14, 3.83 and 3.60 ppm
were assigned to two glycine groups (see Fig. S3 for details) (Festa
et al., 2011). Finally, the composition of the cyclopeptide was validated
by the DEPT spectrum. This spectrum showed nine quaternary carbons,
thirteen methines, eleven methylenes and four methyl groups and
supported the molecular formula obtained by HRESIMS: C3;Hs4NgOo.
In summary, this cyclopeptide contains one valine, serine, phenylala-
nine and isoleucine, two prolines and two glycines (Fig. 1). The con-
nectivity in this cyclopeptide was established by MS/MS and 2D NMR
analysis.

The HRESIM analysis of cyclopurpuracin (1) revealed an exact mass
for the protonated ion [M + H]* at m/z of 755.4050. This ion was then
filtered using a quadrupole mass filter and fragmented by CID in the
transfer region. The fragmentation spectrum (MS/MS) is shown in
Fig. 2 with ion annotations according to the nomenclature proposed by
Niedermeyer and Strohalm (2012). Although several ions resulted from
the sequential fragmentation at different initial cleavage sites (see Table
S1 for details), a main ion series allowed de novo sequencing (b ions
656, 559, 472, 415, 302, 155; and a ions 628, 531, 444, 387, 274, 127).
Two possible sequences were obtained from the m/z differences, A:

Pro’

477N COSY
47X\ HMBC

Fig. 1. COSY and HMBC correlation for Cyclopurpuracin (1).

Phytochemistry Letters 23 (2018) 164-167

cyclo(-Pro*-Gly>-Phe>ILe*-Gly°-Ser®-Pro’-Val®-) and B: cyclo(-Gly'-
Pro®Phe’-ILe*-Gly®-Ser®-Pro’-Val®-), where the order of the first two
amino acids (PG/GP) could not be correctly distinguished because of
the apparent absence of the y ions usually observed in cyclic peptides.
Indeed, the y ions from cyclic peptides contain an oxazolone “C-ter-
minus” and not a free carboxylic acid, making them indistinguishable
from b ions (Niedermeyer and Strohalm, 2012; Strohalm et al., 2010).
To discriminate between the cyclopeptide sequences indicated by MS/
MS, we used NMR analyses, including HSQC, COSY, ROESY and HMBC.

All of the amino acid spin systems were identified using COSY and
ROESY experiments (see Fig. S4 and S5 for details) (Wagner and
Akumar, 1981; WéIé et al., 2002, 2005a, 2005b,2004) and the con-
nectivities between the NH protons and carbonyls of each amino acid
were assigned through an HMBC experiment. The amino acid sequence
was determined from the connectivities between the carbonyl groups of
the residues i with the amide and/or a protons of residues i + 1 (Fig. 1).
Six correlations were observed on the HMBC spectrum (see Fig. S6 for
details). It could be seen from the HMBC spectrum that the CO groups
of Ser® and Val® were not correlated with any amide protons, suggesting
that these residues were connected to the proline residues (Morita et al.,
1999). The CO group of Gly? at 168.8 ppm was associated with the NH
amide of Phe® at 7.65 ppm, the CO of Phe® at 171.9 ppm was associated
with the NH amide of Ile* at 8.58 ppm and the CO of Ile* at 172.4 ppm
showed a cross peak with the NH of Gly® at 8.83 ppm. Furthermore, the
CO of Gly® at 168.3 ppm interacted with the NH of Ser® at 7.31 ppm,
and the CO of Ser® at 169.2 ppm was not correlated with any amide
proton, signifying that these two residues were connected to a Pro’
residue. Similarly, the CO group of Pro” at 171.3 ppm was shown via
HMBC to be connected to the NH amide (8.09 ppm) of val®, but the CO
group of Val® at 170.4 ppm lost the connectivity, indicating that this
residue was associated with a Pro® residue. A significant cross peak was
observed for the CO group of Pro’ at 172.2ppm and one of the me-
thylene protons of Gly? at 3.14 ppm. This connectivity closed the cyclic
structure of the peptides and helped to discriminate between the pos-
sible sequences A and B of the cyclopeptide (Fig. 2) proposed by MS/
MS. Finally, the amino acid sequence of this new cyclooctapeptide,
named cyclopurpuracin (1), was confirmed using a combination of
mass spectrometry and 2D NMR experiments, resolving that sequence
A—cyclo(-Pro*-Gly?-Phe>-Ile*-Gly®-Ser®-Pro’-Val®-)—was correct. The
trans geometry of the proline residues was deduced from the chemical
shifts of the y carbons of Pro' at 29.5 ppm and Pro” at 24.8 ppm (Wélé
et al., 2004). Considering that the vast majority of plant cyclopeptides
are composed of L-amino acids, the L-configuration can be assumed for
the amino acids present in the cyclopurpuracin reported here (Tan and
Zhou, 2006; Tuenter, E. et al., 2017). An exhaustive literature review
showed that the configurations of amino acid residues in annonaceous
cyclopeptides are only known to adopt the L-form (Pomilio et al.,
2006). This could be confirmed in the case of cyclopurpuracin by future
experimental evidence.

3. Experimental section
3.1. General experimental procedure

The melting point was determined on a Fisher-Johns apparatus and
is uncorrected. The IR spectrum was recorded using a Perkin-Elmer
FTIR/FIR Spectrum 400. The UV spectral analysis was performed on a
Thermo Scientific NanoDrop Lite spectrophotometer. TLC was per-
formed on a precoated TLC plate (Merck, silica 60 F- 254) by spraying
with chlorine/o-tolidine reagent. RP-HPLC separation was carried out
on a Pro-Star Varian instrument equipped with a Varian UV detector
and a Phenomenex Jupiter C12 column (4.6 mm i.d. X 250 mm, 3 pum,
9A). HRESIMS spectra were obtained using a Synapt Gl High-
Definition Q-TOF mass spectrometer (Waters Corporation, Milford, MA,
USA) with positive electrospray ionization. The instrument was oper-
ated with the following settings: capillary 3000 V, cone voltage 40V,
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extractor 4, RF lens, source temperature 150 °C, desolvation tempera-
ture 350 °C, cone gas flow 20 L/hr, desolvation gas flow 700 L/h and
mass range 100-1000 Da. The Q-TOF mass spectrometer was calibrated
according to the manufacturer's directions using leucine-enkephaline
(100 fmol/uL). MS data were acquired and processed using MassLynx (v
4.1) software. mMass software (v 5.5.0) (Strohalm et al., 2010) was
used for processing MS/MS spectra and as a tool for sequence annota-
tion (Niedermeyer and Strohalm, 2012). The 3¢ and 'H NMR spectra
were recorded on a Bruker ASCEND-700 (Bruker BioSpin, Billerica, MA,
USA) spectrometer equipped with a Bruker 5mm TCI CryoProbe at
300 K. All 2D NMR spectra were acquired in DMSO-ds (99.95%, Sigma-
Aldrich), and standard pulse sequences and phase cycling were used for
the DQF-COSY, HSQC and HMBC spectra. The NMR data were pro-
cessed using TOPSPIN (3.5) software.

3.2. Plant material

Mature fruits of Annona purpurea were collected in the Las Salinas
community of Chicomuselo, Chiapas, México in October 2016 and au-
thenticated by Prof. Ernestina Cedillo Portugal from the Biology unit of
the Agricultural Preparatory Department at the Autonomous University
of Chapingo. A voucher specimen 1-2016 was deposited at the
Herbarium “Efraim Hernandez X” at the Autonomous University of
Chapingo, Mexico. The seeds were collected and washed with water,
then the fresh seeds were protected from light for a month at room
temperature. The kernels were then removed from the hulls of the A.
purpurea seeds (1.5kg) with a mechanical cracker and ground using a
mechanical grinder.
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3.3. Extraction and isolation

The seed kernels of A. purpurea were (1.5kg) extracted 3 times at
room temperature for 3 days with 3L of solvents, increasing in polarity
each time, with the following order: CH,Cl,, EtOAc, MeOH and 60%
EtOH (0.1% acetic acid). The organic solvent was removed under reduced
pressure, obtaining a final mass of 300g, 86g, 54g, 46g and 35g, re-
spectively. The presence of cyclopeptides in each extract was monitored
by TLC on silica gel 60 Fys54 plates (Merck) with CH,Cl,-MeOH (5:4) as the
eluent system and detected using Cly/0-tolidine reagent and ninhydrin.
The hydroalcoholic extract obtained showed a positive reaction with the
Cl,/0-tolidine reagent. Thus, 20 g of this extract was dissolved in MeOH.
The soluble fraction was purified by silica gel column chromatography
(Kieselgel 60H Merck) and eluted with CH,Cl, mixed with increasing
amounts of MeOH, from 2 to 40%. Then, 240 fractions of 25 mL volume
were collected and grouped within similar RFs. The fractions from 81 to
96 indicated positive reactions for cyclopeptides, and the fractions
(100 mg) were subsequently purified by prep. TLC using silica gel 60
F254 plates (20 cm x 20 cm) from Merck was performed with CH,Cl,-
MeOH (5:4) as the eluent system to yield 6 mg of a white solid, which was
purified on RP-HPLC. 500 microliters of the sample at a concentration of
0.5mg/mL was injected repetitively into the HPLC system. Separation
was accomplished using a Varian® ProStar chromatograph equipped with
a semipreparative Cl2 reverse-phase column (Phenomenex column;
4.6mmi.d. X 250 mm, 9 10\), eluting with a linear gradient of H,O (0.05%
TFA v/v) (A) — ACN (0.05% TFA v/v) (B) ranging from 15 to 40% B over
20 min at a flow rate of 1 mL/min at 25C, and compound detection was
performed with UV at 215 nm. The process yielded 2.6 mg of the cyclo-
peptide cyclopurpuracin (1).
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3.4. Cyclopurpuracin (1)

Colorless solid; m.p. 258-260°C; UV (MeOH) Ana.x; 228 and
275nm, IR (neat) vmax: 3300, 3062, 2965, 1632 and 1532cm ™. 'H
NMR (DMSO-dg): 4.15 (1H, d, 8.0, Pro’-Hay), 1.79 (2H, m, Pro'-Hp),
2.08 (2H, m, Pro'-Hy), 4.10(2H, m, Pro'-H8), 3.97 (1H, dd, 17.1, 8.8,
Gly*Ha), 3.14 (1H, dd, 17.0, 3.4 Gly>-Ha), 8.78(1H, dd, 6.5, 5.4 Gly*
NH), 4,81 (1H, ddd, 11.3, 10.0, 3.1 Phe®-Hay), 2.97 (1H, dd, 13.6, 11.2
Phe®-Hp), 2.68 (1H, dd, 13.6, 3.0 Phe®>-Hp"), 7.15 (2H, m, Phe®-2’6"),
7.16 (2H, m, Phe3-3’5%), 7.13 (1H, m, Phe3-4"), 7.65 (1H, d, 9.93 Phe>-
NH), 3.71 (1H, m, Ile*Ha), 1.66 (1H, ddt, 12.2, 6.5, 3.1 Ile *-Hp), 1.12
(1H, m, Ile *-Hy), 1.56 (1H, m, Ile *-Hy"), 0.84 (3H, d, 6.8, Ile *-Hp"-
CHa), 0.87 (3H, t, 7.4, Ile “-H8), 8.58 (1H, d, 5.3, Ile “-NH), 3.80 (1H,
br, d, 6.1, Gly°>-Ha), 3.45 (1H, dd, 16.8, 5.6 Gly>-Ha'), 8.83(1H, t, 6.0,
Gly°-NH), 4.89 (1H, dt, 9.3, 6.2, Ser®>-Hay), 3.66 (1H, ddd, 11.2, 7.7, 5.3,
Ser®-Hp), 3.57 (1H, d, 9.0 Ser®-Hp"), 5.71 (1H, t, 6.81, Ser®-OH), 7.31
(1H, d, 9.4, Ser®NH), 4.45 (1H, dd, 8,8, 3.0, Pro’-Ha), 1.94 (2H, m,
Pro’-HP), 1.90 (H, m, Pro’-Hy), 1.74 (H, m, Pro’-Hy"), 3.83 (H, d, 6.4,
m, Pro’-H8), 3.60 (H, m, Pro’-H§"),4.12 (1H, m, Val®-Ha), 1.97 (1H, m,
Val®-Hp), 0.94 (3H, d, 6.7, Val®-Hy), 0.76 (3H, d, 6.5, Val®- Hy’), 8.09
(1H, d, 8.3, Val® -NH). '*C NMR (DMSO-dg): 172.2 (Pro'-CO), 60.9
(Pro'-Ca), 29.7 (Pro-Cp), 29.5 (Pro*-Cy), 48.1 (Pro'-C8), 168.8 (Gly*
C0), 42.2 (Gly*-Ca), 171.9 (Phe3-CO), 53.3 (Phe>-Ca), 37.7 (Phe>-Cp),
138.6 (Phe3-C1%), 130.1 (Phe®-C2’6"), 128.0 (Phe®- C3’5%), 126.4 (Phe-
C4), 172.4 (lle *-CO), 59.4 (Ile *-Car), 35.5 (Ile *-CB), 25.9 (Ile *-Cy),
15.5 (Ile *-HB'-CH3), 11.3 (Ile *-H8§), 168.3 (Gly®-C0O), 43.3 (Gly>-Ca),
169.2 (Ser®-CO), 51.9 (Ser®-Ca), 64.5 (Ser®-Cp), 171.3 (Pro’-CO), 60.1
(Pro’-Cay), 29.1 (Pro’-Cp), 24.8 (Pro’-Cy), 47.3 (Pro’-C8), 170.4 (Val®-
C0), 56.9 (Val®-Ca), 30.2(Val®-CpB), 19.0 (Val®-Cy), 19.8 (Val®-CHy);
ESI-QTOF m/z: 755 [M + H]*; ESI-QTOF MS/MS on m/z 755
[M + H]™ (ce 30 eV) m/z (%): 656 (38), 628 (6), 559 (65), 53 (18), 472
(31), 444 (27), 415 (52), 387(81), 302 (100), 274 (23),155 (95), 127
9).
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