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RESUMEN

Operculina hamiltonii (G. Don) D.F. Austin & Staples es una enredadera de flores
amarillas sucedanea de la auténtica jalapa de Brasil (Operculina macrocarpa),
comun en el norte del territorio brasilefio, donde sus raices son motivo de un extenso
comercio para fines terapéuticos. Las propiedades medicinales estan asociadas a
la presencia de resinas glicosidicas, metabolitos caracteristicos de la familia
Convolvulaceae, cuya estructura corresponde a un &cido graso mono o
dihidroxilado, generalmente de 14 a 18 atomos de carbono, enlazado a un nucleo
oligosacarido, lo que le brinda a estos compuestos propiedades anfipaticas.

El presente trabajo describe el estudio quimico de la raiz comercial de jalapa
brasilefia (Operculina hamiltonii) y abarca el aislamiento, la purificacion y la
caracterizacion estructural de una resina novedosa presente en el extracto organico
obtenido de las raices pulverizadas de la droga cruda en estudio. El aislamiento se
llevd a cabo mediante HPLC en fase reversa, empleando las técnicas de corte y
rasurado de ndcleo. De estas fracciones aisladas se logré purificar un tetrasacarido

del &cido jalapindlico (11-hidroxihexadecanoico) a través de la técnica de reciclaje.

La elucidacion estructural se realizé haciendo uso de las técnicas de RMN en 1D y
2D (homonuclear y heteronuclear), donde se determind la secuencia de glicosilacion
del nicleo tetrasacarido para el compuesto intacto, constituido por tres unidades de
L-ramnosa y una de D-fucosa y esterificado en la posicién C-2 de la segunda unidad
de ramnosa por una unidad del acido n-dodecanoico. De igual manera, se determind
gue la aglicona forma una macrolactona al esterificar la posicion C-3 de la primera

unidad de ramnosa.
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1. INTRODUCCION

La terapia basada en plantas data de los origenes de las civilizaciones, y su papel
ha sido importante en la salud de la humanidad a lo largo del tiempo. De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud, las plantas medicinales representan la

mejor fuente para obtener medicamentos (Paganotte et al., 2016).

Actualmente, la mayoria de las poblaciones utilizan fitomedicamentos como
tratamientos medicinales, aunque un numero reducido de especies han sido
estudiadas desde el punto de vista quimico y farmacoldgico (Paganotte et al., 2016).
En este sentido, las plantas medicinales son una fuente importante de compuestos
denominados metabolitos secundarios, los cuales presentan estructuras quimicas
Gnicas, que resultan de interés farmacologico. Tal es el caso de las resinas
glicosidicas, que se encuentran de manera caracteristica en especies de la familia
Convolvulaceae, especies que han sido utilizadas en la preparacion de remedios
herbolarios desde la antigiiedad (Galvao et al., 2014). En especifico, las resinas
glicosidicas forman parte del grupo de metabolitos conocidos como glicolipidos,
cuyo origen biosintético es mixto, presentan un alto peso molecular y una elevada

complejidad estructural.

Hasta la fecha, cientos de estos metabolitos se han aislado a partir de diferentes
géneros de la familia Convolvulaceae. Numerosas actividades biologicas y
farmacoldgicas de algunas especies pertenecientes a esta familia, tales como
citotoxicidad, reversidbn de la resistencia a mdltiples farmacos, actividades
inhibidoras del crecimiento, asi como efectos sobre el sistema nervioso central

(Song et al., 2015), se atribuyen a su contenido rico en resinas glicosidicas.

Aunque las investigaciones quimicas de las resinas iniciaron durante la segunda
mitad del siglo XIX, la estructura de estos principios activos sigue siendo poco
conocida. No fue hasta mediados del siglo XX que las técnicas modernas de
aislamiento analitico utilizadas en conjunto con métodos espectroscopicos
facilitaron la elucidacion de los constituyentes intactos de las resinas glicosidicas
(Pereda-Miranda et al., 2010).



De esta manera, en el presente trabajo se describe el estudio quimico de la raiz
comercial de jalapa brasilefia (Operculina hamiltonii) y abarca el aislamiento, la
purificacion y la caracterizacion estructural de una resina novedosa presente en el
extracto organico obtenido de las raices pulverizadas de la droga cruda en estudio.



2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Convolvulaceae

Las convolvulaceas, también conocidas como campanillas, manto de la virgen o
quiebraplatos, pertenecen al grupo de las angiospermas. Esta familia consta de
unos 55-60 géneros con aproximadamente 1600-1700 especies cosmopolitas,

distribuidas en regiones tropicales y subtropicales (Xu & Chang, 2017).

Ipomoea purpurea

Figura 1. Ipomoea purpurea (L.) Roth (Convolvulaceae) es una especie que se desarrolla en las
zonas tropicales de ambos hemisferios. Por el atractivo de sus flores pertenece al grupo conocido
como “quiebraplatos”, especies empleadas en rituales magico-religiosos y popularmente como
alucindgenos, analgésicos, antiinflamatorios y purgantes (Monsalvo et al., 2018).



El nombre Convolvulaceae deriva del latin convolvo, que significa entrelazado, y se
refiere al crecimiento caracteristico de la familia, que incluye a especies herbaceas,
trepadoras, arbustivas y arboreas bajas, que entrelazadas se envuelven alrededor
de un soporte. Desde el punto de vista morfolégico (Fig. 1), estas plantas presentan
hojas enteras, simples y alternas (Fig. 1.1); los tallos son generalmente trepadores
(Fig. 1.2) y también erectos; sus flores son grandes y vistosas con cinco sépalos
libres (Fig. 1.3); la corola con cinco pétalos soldados en forma de embudo radial y
simétrico (Fig. 1.4); y sus frutos son capsulas con semillas que algunas veces estan
cubiertas por vellosidades (Pereda-Miranda et al., 2010; Lira-Ricardez, 2019).

Dentro de las caracteristicas anatomicas mas importantes de esta familia es la
presencia de células que secretan resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y
florales, las semillas y el peridermo de las raices tuberosas. Estas resinas
representan un importante marcador quimico de la familia y son las responsables
de la actividad purgante que tienen los tubérculos de las especies productoras (Fig.
2), la cual ha sido de utilidad en la medicina tradicional alrededor de todo el mundo
(Meira et al., 2012; Pereda-Miranda et al., 2010), como las raices de las jalapas
mexicana (Ipomoea purga), hindu (Operculina turpethum) y brasilefia (Operculina

macrocarpa) (Montiel-Ayala et al., 2021).

Figura 2. Ipomoea purga (Wender) Hayne es una enredadera perenne nativa de México pero que
se encuentra soélo en las laderas orientales de la Sierra Madre Oriental en los estados de Hidalgo,
Puebla y Veracruz. Es una de las especies del género Ipomoea del Nuevo Mundo que forman el
complejo de plantas medicinales conocido como la “raiz de jalapa” que también incluye a las
especies |. jalapa, |. orizabensis e I. simulans, entre otras. Esta planta es la especie caracteristica
("Officinal Jalapae Radix") y se ha utilizado en medicina tradicional como un purgante suave desde
la época prehispanica (Castafieda-Gomez & Pereda-Miranda, 2011).



2.2 Género Ipomoea

El género Ipomoea es uno de los mas grandes y diversos de la familia
Convolvulaceae, pues contiene entre 600 y 700 especies (Nimmakayala et al.,
2011). La mayor parte de las especies pertenecientes a este género se distribuyen
a lo largo de Africa y Asia tropical y por el continente americano, principalmente en
paises de América del Sur y Central, incluyendo México (Moreno-Velasco, 2019).
La mayoria de los estudios, principalmente de tipo farmacoldgico y quimico sobre

dicha familia, se centran en este género (Pereda-Miranda et al., 2010).

Su nombre proviene de las raices griegas “ips” o “jpos”y “homoios”, que significan
“‘gusano”y “similar a” o “semejante a”, respectivamente, y esto hace referencia a los
hébitos de crecimiento voluble de la mayoria de sus miembros (Fig. 1); estas
plantas, se presentan como enredaderas con tallos enroscados que alcanzan de 1
a 5 m (Pereda-Miranda et al., 2010; Castafieda-Gomez & Pereda-Miranda, 2011).

Las especies de Ipomoea pueden ser anuales o perennes, herbaceas o lefiosas,
entrelazadas, erectas, decumbentes o postradas (Wood et al., 2020). Existen
algunas especies como |. phillomega e I. santillanii, que se presentan como lianas
tropicales y alcanzan alturas de hasta 15 m. Especies como |. purga crecen hasta 7
m de largo, se tienden sobre el suelo y se enredan en otras plantas (Fig. 2). Otras
especies, han perdido su capacidad de enroscarse, como son |. imperata e |. pes-
caprae, asi que crecen tendidas sobre dunas en arenas costeras (Fig. 3). I. stans,
I. duranguensis e |. sescossiana crecen hasta 1 m, mientras que |. carnea crece
hasta 4 m, estas se presentan como arbustos perennes lefiosos y herbaceos. Las
especies |. arborescens e |. murucoides crecen de 3 a 9 m de altura como arboles

de madera suave (Castafieda-Gémez, 2012).

Varias de las especies son de considerable importancia econémica por su uso
continuo como plantas medicinales (l. purga, |. pesca-prae, |. stans, entre otras),
alimenticias y nutricionales, tal es el caso del camote (l. batatas) y el xonequi (I.
dumosa), ornamentales por sus flores vistosas (. corymbosa, I. violaceae e |I.
purpurea), incluso, algunas son utilizadas para el control de plagas como cultivos
de cobertura en la agricultura tradicional (l. tricolor) (Lotina-Hennsen et al., 2013).

En la medicina tradicional, las especies de este género han sido empleadas para el



tratamiento de una amplia variedad de afecciones patoldgicas; se usan
principalmente por su efecto purgante (l. purga), antimicrobiano (I. murucoides),

anticancerigeno (l. orizabensis) y antiinflamatorio (I. pes-caprae).

Figura 3. Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., una enredadera herbacea pantropical, cominmente
llamada bejuco de playa, batatilla y rifionina, coloniza las dunas de arena. La forma de su hoja en
forma de huella de cabra es la caracteristica anatomica descriptiva que nombra a la especie. Las
flores rosadas en forma de embudo de color lavanda (2 a 3 pulgadas de ancho) florecen durante
todo el verano y el otofio. En México, se emplea en infusiones para malestares renales y en
decocciones para tratar trastornos digestivos funcionales, célicos, dolor interno y externo, disenteria
y afecciones inflamatorias. Las decocciones de la planta tienen un uso mundial en bafios medicinales
para tratar la fatiga, la tension, la artritis y el reumatismo. Las infusiones se utilizan para tratar la
hipertension y la escréfula. Las raices se emplean por sus acciones diuréticas y laxantes suaves
(Pereda-Miranda et al., 2005).

2.3 Laraiz de jalapa en México y Brasil
2.3.1 Especies endémicas de México

En México, se registran alrededor de 160 especies del género Ipomoea, las cuales
representan cerca del 50% del total de los miembros de la familia, siendo asi, uno
de los conjuntos de plantas mas numerosos en el pais. De esta manera, las
especies del género Ipomoea estan relacionadas con la historia y tradicion cultural
de nuestro pais desde tiempos prehispanicos (Gonzalez, 2011).

Dentro de la herbolaria mesoamericana, destaca el uso de remedios purgantes,
conocidos por los aztecas como “cacamotli tlanoquiloni”, que consisten en diversos

tipos de raices en forma de tubérculo, diferenciables en cuanto a sus caracteristicas



morfologicas, habitat y potencia de sus efectos fisiologicos (Pereda-Miranda et al.,
2006). Este grupo de enredaderas herbaceas con raices catarticas llamo la atencion
de los espafoles, ya que sus propiedades purgantes eran importantes para la
medicina europea (Pereda-Miranda et al., 2010).

Estas raices fueron aceptadas como un sustituto del tratamiento purgante de la raiz
de escamonea (Convolvulus scammonia), por lo que se distribuyeron vy
comercializaron en Europa desde el siglo XVI, siendo I. purga la principal especie
purgante en la medicina prehispanica (Lira-Ricardez, 2019). Investigaciones
contemporéaneas han identificado a estas especies como las raices de jalapa; siendo
I. purga la jalapa verdadera, y las falsas jalapas las especies I. orizabensis, |. stans,
I. jalapa, |. batatas e I|. simulans. Cabe mencionar, que algunos de estos
tratamientos se preservaron en distintos manuscritos novohispanos, tal es el caso
del Cdadice de la Cruz-Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, 1552), en
el cual se sefiala a estas raices, como el camote (I. batatas), empleado para “el
calor del corazén”, el tumbavaqueros (l. stans), empleado para la sordera, y
especialmente, la raiz de jalapa (I. purga), cuyo uso esta registrado para “purgar el
vientre” (Fig. 4) mediante un preparado de raiz molida en agua caliente (Lira-
Ricardez, 2019).

Debido a la introduccién de las jalapas a Europa en el siglo XVI, se generaron
vinculos econémicos importantes entre América y Europa, siendo el principal la
exportaciéon de la llamada “raiz de Michoacan” (Fig. 5), nombre que deriva de la
provincia occidental de Nueva Espafia donde se encontré6 por primera vez,
posteriormente, en reconocimiento a sus beneficios, los espafoles le otorgaron el
nombre de “Jalapa”, pues es en esta zona del estado de Veracruz donde abundaba
(Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos, 2002).
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Figura 4. Una de las ilustraciones del Folium 32 rectum del Manuscrito de la Cruz-Badiano
representa a la enredadera "Uelicpahtli" (ndhuatl, uelic = sabroso, pahtli = medicina/medicinal) y que
fue identificada como la auténtica raiz de la jalapa, el remedio purgante de la medicina prehispanica
(Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, 1552). La descripcion para purgar el estomago en latin
(Purgatio ventris) ademas de las caracteristicas anatomicas de la enredadera con raices tuberosas,
flores campanuladas de color rojo y hojas lanceoladas facilité la identificacién taxondmica como

Ipomoea purga.



Figura 5. La raiz de jalapa en los tratados europeos de historia natural. A) llustracion del famoso
tratado del naturalista inglés John Gerard que representa la raiz de Michoacan (Ipomoea jalapa)
como remedio sustituto de la escamonea (Gerald's Herbal. Londres, Londres. J. Norton, 1597). B)
Laraiz de Michoacén se describio entre las plantas medicinales americanas por el naturalista francés
Pierre Pomet na Histoire Générale des Drogues, Traitant de Plantes, des Animaux, & des desux
Mineraux (1694).

La gran demanda comercial de esta raiz ocasioné la adulteracion de las drogas
crudas y sus preparados con las raices de las falsas jalapas, que se han utilizado
como sustituto de la jalapa verdadera modificando su efecto terapéutico (Fig. 6). En
la década de 1940, I. purga habia sido una fuente de ingresos para la region de
Xico, en Veracruz; donde se cultivaba y exportaba cerca de 40 toneladas de raiz
seca a Estados Unidos por afio, manteniéndose hasta la década de 1990,
posteriormente, su exportacion se redujo a casi cero (Linajes et al., 1994). Una vez
que la demanda de estas raices disminuyd, aumentd la obtencion de diversos
purgantes, algunos derivados de las cascaras de las semillas de Psyllium plantago
y hojas de Cassia angustifolia, y otros, fueron introducidos; como las raices del
género Operculina, originalmente clasificadas como miembros de Ipomoea: jalapa
de la India (O. turpethum), y la jalapa brasilefia (O. hamiltonii y O. macrocarpa), esto
en el mercado mundial por comerciantes italianos y alemanes (Pereda-Miranda et

al., 2006).
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Figura 6. Raices de jalapas secas en rodajas a la venta en mercados de plantas medicinales de la
Ciudad de México. A) Raiz de jalapa (I. purga), B) Raiz de la escamonea mexicana o falsa jalapa (|.
orizabensis) (Pereda-Miranda et al., 2006).

2.3.2 Especies endémicas de Brasil

De la misma forma como se popularizé el uso medicinal de las raices de las jalapas
mexicanas como un sucedaneo de la escamonea en el imperio espafiol, también se
favoreci6 la aprobacion de las especies congéneres purgantes y depurativas en las
practicas médicas del imperio portugués. De esta manera, los colonizadores
portugueses introdujeron la medicina galénica utilizada en Europa durante el siglo
XVI, donde, los remedios purgantes gozaban de gran importancia terapéutica
(Moreno-Velasco, 2019).

Asi, las poblaciones brasilefias reconocieron las bondades medicinales de especies
endémicas de la familia de las convolvulaceas, tal es el caso del complejo medicinal
de laraiz de jalapa brasilefia (Fig. 7). Este complejo de plantas esta conformado por
especies pertenecientes al género Operculina: Operculina macrocarpa (L.) Urban,
y Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples (Lira-Ricardez et al., 2019), las
cuales se encuentran en regiones tropicales y subtropicales entre las Antillas y
Brasil, son conocidas popularmente en el norte y noreste de Brasil como “batata de

~

purga”, “jalapa” y “batatdo” (Cunha et al., 2011; Montiel-Ayala et al., 2021).
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Actualmente, la identificacion precisa de la raiz purgante conocida como “jalapa
brasilefia” corresponde a Operculina macrocarpa, una enredadera de raiz tuberosa
y flores blancas, con beneficios terapéuticos similares a los de la raiz de jalapa
mexicana, motivo por el cual, los colonizadores de Sudamérica le otorgaron el
nombre de “jalapa de Brasil” a esta especie del noreste y sureste del territorio
brasilefio (Gomes et al, 2009). Por otro lado, Operculina hamiltonii, una enredadera
de flores amarillas es sucedanea de la auténtica jalapa de Brasil, ademas, es comun
en el norte del territorio brasilefio, y sus raices son motivo de comercio para fines
terapéuticos (Montiel-Ayala et al., 2021).

Figura 7. Distribucion del complejo de plantas medicinales de la raiz de jalapa brasilefia: Operculina
macrocarpa con flores blancas (A) y Operculina hamiltonii con flores amarillas (B). Fuente: Fondo
Mundial de Informacién sobre Diversidad Bioldgica; Convolvulaceae 19-10-2018 (Montiel-Ayala, et
al., 2021).
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2.4 Operculina hamiltonii
2.4.1 Descripcion taxondmicay botanica
2.4.1.1 Clasificacién

La informacion taxondmica de esta especie se describe en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Informacién taxonémica de Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Operculina Silva Manso
Epiteto especifico hamiltonii
Especie

. Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples
(Nombre cientifico)

2.4.1.2 Descripcion anatbmica

Operculina hamiltonii es un enredaderaglabra, es decir, sin vellosidades en hojas y
tallos (Fig. 8) con una raiz tuberosa. El tubo de la corola campanulado (3.8—4.3 cm)
y con anteras retorcidas. La capsula operculada del fruto es un caracter unico en la
familia. Esta especie es un arbusto trepador con pedunculos cortos sin alas, con
hojas simples de laminas estrechas a anchamente cordadas, céliz seco marron
rojizo y flores de color amarillo brillante; en contraste con las hojas palmeadas con
pedunculos alados y flores blancas presentes en Operculina macrocarpa (Fig. 7).
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Figura 8. La especie Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples es una trepadora anual con
flores amarillas, distribuida principalmente en los matorrales de las regiones tropicales del norte y
noreste del territorio brasilefio, donde es conocida como "batata de purga", "jalapa" y "batatdo". Las
raices son ampliamente utilizadas como un remedio purgante y comercializadas en diversas
comunidades de la cuenca del rio Amazonas, en los estados de Amazonia, Para, Maranh&o, Piaui
y Ceard, entre otros. (A) Raiz y partes aéreas con hojas y frutos inmaduros y maduros para la
muestra; (B) Flor; (C) Fruto maduro con caliz de color marrén rojizo (Montiel-Ayala et al., 2021).
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2.4.2 Sinonimia'y nombres vernaculos

Se conocen diversos nombres populares para la especie Operculina hamiltonii (G.
Don) Austin & Staples (Staples et al., 2020). Brasil: batata-de-purga, batata-rana,
batatdo, batatdo-da-mata, flor-de-pau, jalapa-amarela, jalapa-da-terra, purga-do-
cipo, unha de gato, batata-amarela, batatarana. Cuba: bejuco de Michoacan.
Panama: batatilla. Trinidad y Tobago: wild morning glory. La lista de especies
vegetales creadas por el programa “2002-2010 Global Strategy for Plant
Conservation (GSPC)” y conocida como The Plant List (http://www.theplantlist.org/)
reconoce ocho sinonimias adicionales para Operculina hamiltonii (G. Don) y se

enumeran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Sinonimias de Operculina hamiltonii (G. Don) Austin & Staples

Convolvulus triqueter Vahl Ipomoea alulata Miqg
Ipomoea pterodes Choisy Ipomoea triquetra (Vahl) Roem. & Schult.
Operculina alata Urb. Operculina altissima Meisn.
Operculina pterodes (Choisy) Meisn. Operculina triquetra (Vahl) Hallier f.

2.4.3 Usos medicinales de laraiz de jalapa

Historicamente, las especies pertenecientes al complejo medicinal de la raiz de
jalapa mexicana y brasilefia, se han empleado, principalmente, por su accion
purgante, la cual influencié de manera importante la investigacion fitoquimica y el
descubrimiento de sus principios bioactivos. Algunas especies de la familia
Convolvulaceae han mostrado actividades antimicrobianas, analgésicas,
espasmoliticas, espasmogénicas, hipotensivas, psicomiméticas y anticancerigenas
(Meira et al., 2012).

Ademas de su uso historico, la raiz de las jalapas mexicanas y brasilefias han sido
muy apreciadas como un purgante hidragogo para expulsar parasitos. Los usos
contemporaneos son paralelos a los del pasado, pero también incluyen aplicaciones

tradicionales; estas raices son empleadas en el tratamiento de la gastritis y la
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inflamacion abdominal, trastornos biliares, disenteria, enteromeningitis, hidrocefalia
y ulceracion de la piel (Castafieda-Gomez & Pereda-Miranda, 2011; Montiel-Ayala
et al., 2021).

2.4.3.1 Productos fitofarmacéuticos de la raiz de jalapa brasilefia

En la actualidad, existe una amplia variedad de productos que contienen la raiz de
jalapa brasilefia (Fig. 9). En los mercados municipales y al aire libre, asi como en
las tiendas de productos naturistas ubicadas en el norte y noreste del territorio
brasilefio, estos fitofarmacos se comercializan en la forma de raices en rodajas o
pulverizadas, tinturas, jarabes de hierbas, harinas y pildoras. Las tinturas, los

jarabes de hierbas y los polvos se adquieren facilmente a través de Internet.

Las raices de jalapa brasilefia en forma de secciones circulares transversales con
un promedio de aproximadamente 1-2 pulgadas de didmetro y aproximadamente
1/4 de pulgada de grosor, marcadas con varios anillos concéntricos y un color
marron grisaceo palido a oscuro, tienen un parecido considerable con la raiz de
jalapa (I. purga). Una decoccion de esta raiz se prepara normalmente en un litro de
agua; la recomendacion habitual para el consumo de este y otros productos es:
Beber una taza de la decoccion fria antes de acostarse. Una cucharadita de la raiz,
cortada pequefa o granulada, en una taza de agua hirviendo como dosis segura
para los nifios. La dosis recomendada de las tinturas, para una accién purgante, es
de 30-45 mL disueltos en agua azucarada, una vez al dia durante no mas de 7 dias.
Para una accion laxante, se recomiendan 15 mL o 1 cucharada disuelta en agua

azucarada (Montiel-Ayala et al., 2021).
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Figura 9. Raiz de jalapa brasilefia: droga cruda, droga cruda pulverizada y fitofarmacos: A) Raices
frescas; B) Raices secas cortadas en rodajas; C) Droga cruda pulverizada y comercializada como
"batatdo" y "jalapa” en un mercado publico; D) Extractos hidroalcohdlicos (Tintura de Jalapa Sobral),
tabletas (Pildoras de jalapidao Maciel y Pelulas de Jalapa penh&o) y jarabes de batatdo (Tiro Seguro
e Hypolito). Todos los productos fueron comprados en el Mercado 2000, Santarém, Para, Brasil en
septiembre de 2015 (Montiel-Ayala et al., 2021).

2.5 Metabolitos secundarios de la familia Convolvulaceae

Las actividades biol6gicas que han mostrado algunas especies se deben a que la
quimica de la familia es muy diversa. Entre los componentes biol6gicamente activos
mMAas comunes en estas plantas se encuentran los alcaloides del ergot, alcaloides
indolizidinicos, alcaloides nortropanos, compuestos fendlicos, cumarinas,
terpenoides, isocumarinas, flavonoides, antocianidinas, lignanos, triterpenos y

resinas glicosidicas (Meira et al., 2012). Dentro de estos compuestos, destacan dos
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grupos importantes de metabolitos secundarios, los cuales constituyen importantes
marcadores quimicos en la familia (Meira et al.,, 2012): los alcaloides de tipo
ergolina, cuya biosintesis se asocia a la presencia de hongos endofitos del género
Periglandula y que cohabitan de modo simbiético en los tejidos de las especies
vegetales de esta familia conocidas por sus propiedades alucindégenas (Castafieda-
Gbomez, 2012; Lira-Ricardez, 2019; Steiner & Leistner, 2018) y las resinas
glicosidicas, que representan compuestos Unicos que caracterizan a las
convolvuldceas (Pereda-Miranda et al., 2010). Las resinas glicosidicas, pueden
considerarse como los compuestos mas especificos del metabolismo secundario,
ya que ocurren con frecuencia en esta familia y muestran una amplia distribucion.
La historia de su descubrimiento estuvo influenciada principalmente por el hecho de
que muestran efectos farmacolégicos importantes, especialmente como remedios

purgantes drasticos (Eich, 2008).

2.5.1 Resinas glicosidicas

Las resinas glicosidicas son parte de una extensa familia de metabolitos
secundarios conocidos como glicolipidos y representan compuestos Unicos en el
reino vegetal confinados a la familia de las convolvulaceas (Cruz-Morales et al.,
2016).

2.5.2 Composicion estructural

Las resinas glicosidicas constituyen un conjunto de glicolipidos de alto peso
molecular. Estos compuestos con un origen biosintético mixto contienen una porcion
hidrofilica representada por un nucleo oligosacarido y una porcién hidrofébica
compuesta por una aglicona, caracterizada por acidos grasos monohidroxilados o
dihidroxilados de Ci4 a Ci1s atomos de carbono unidos a traveés de un éster ciclico
intramolecular con el nucleo sacarido (Montiel-Ayala et al., 2021). La mayoria de las
veces, el ndcleo oligosacarido se encuentra esterificado por acidos grasos
saturados con diferentes longitudes de cadena (Fig. 10) (Castafieda-Gomez et al.,
2013).
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Carécter anfipatico
- Porcion hidrofilica: Oligosacarido
- Porcion hidrofébica: Acido graso hidroxilado
- Acidos organicos acilantes

Figura 10. Estructura general de un glicolipido constituyente de las resinas glicosidicas de las
convolvulaceas (Castafieda-Gomez et al., 2013).

Se ha establecido la presencia de glicésidos de resina en las plantas de la familia
Convolvulaceae a través de dos enfoques. El primero fue por medio de un
razonamiento etnomedicinal asociado con las propiedades laxantes de las drogas.
El segundo, corresponde al aislamiento de las resinas y la identificacion de sus
productos de hidrdlisis, principalmente a través del aislamiento del acido glicosidico
producido bajo saponificacion (Montiel-Ayala et al., 2021). Los glicosidos de resina
se clasificaron en dos grupos segun su solubilidad en éter: jalapina (o fraccién no
polar) y convolvulina (o fraccion polar) (Pereda-Miranda et al., 2010; 2006). El grupo
jalapina comparte la estructura comun de una macrolactona compuesta por un acido
glicosidico acilado. Mientras que, los miembros del grupo de las convolvulinas
poseen pesos moleculares mayores, que podrian ser el resultado de ser oligémeros

de acidos glicosidicos (Lira-Ricardez et al., 2019).
2.5.3 Composicion quimica

Las estructuras de estos compuestos son poco comunes porque son metabolitos
anfipaticos, lo que significa que su estructura contiene una porcién hidrofébica
(agliconas que corresponden a acidos grasos), y una parte hidrofilica (nucleo
oligosacarido o glicona). La parte sacarida esta compuesta por un esqueleto de no
mas de siete unidades monosacaridas; las unidades de azucar presentes son la D-
glucosa y epimeros de pentosas (L-ramnosa, D-fucosa, D-quinovosa y D-xilosa) en

sus formas de piranosa (Fig. 11) (Pereda-Miranda et al., 2010).
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Figura 11. Unidades monosacéridas presentes en las resinas glicosidicas (Castafieda-Gémez et al.,
2013).

El enlace O-glicosidico es el Unico tipo de enlace que conecta los residuos de
monosacaridos entre si con la aglicona; también se ha observado que hay unidades
disacaridas altamente conservadas, como son L-Ram-(1—2)-D-Fuc, L-Ram-(1—4)-
L-Ram, y D-Glc-(1—2)-D-Fuc. De esta manera, la complejidad estructural de estos
metabolitos radica en la semejanza estructural de los constituyentes individuales
debido a que representan una mezcla de isémeros que involucran variaciones entre
los azUcares constitutivos, los acidos organicos esterificantes y los sitios de
acilacion. Asi, la diversidad estructural de estos compuestos surge de las
variaciones en el numero y tipo de unidades sacaridas que componen el nucleo
oligosacarido, en la secuencia de glicosilacién, en la posicion de lactonizacion y en
el tipo, numero y posicién de los acidos que se encuentran acilando al nucleo. De
esta forma, se han logrado identificar desde disacaridos hasta heptasacaridos y
dimeros tipo éster constituidos por tres hasta cinco azlcares en cada unidad
oligomérica (Rosas-Ramirez et al., 2011; Castafieda-Gomez et al., 2013).

Entre los sustituyentes de tipo éster mas comunes que se encuentran unidos a las
cadenas sacaridas se encuentran los acidos alifaticos de cadena corta: acético (ac),
propionico (pa), n-butirico (ba), isobutirico (iba), (2S)-metilbutirico (mba), 3-
metilbutirico (3-mba), (-)-(2R, 3R)-3-hidroxi-2-metilbutirico (acido nilico, nla) y tiglico

(tga); los &cidos arilalquilicos; (E)-cinamico (ca); y los acidos grasos saturados con
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diferente largo de cadena: acido n-hexanoico (hexa) o caproico, n-octanoico (octa)
o caprilico, n-decanoico (deca) o céaprico, n-dodecanoico (dodeca) o laurico, n-
hexadecanoico (hexadeca) o palmitico, n-octadecanoico (octadeca) o estearico, y
n-eicosanoico (eicosa) o araquidico, estos, son algunos de los sustituyentes que
mas frecuentemente se encuentran esterificando a los nucleos oligosacaridos
(Pereda-Miranda et al., 2010).

La mayoria de estos nucleos contienen como agliconas a los acidos (11S)-
hidroxihexadecanoico (acido jalapindlico) y el (11S)-hidroxitetradecanoico (&cido
convolvulindlico), que se encuentran en forma de macrolactona, abarcando dos o
mas unidades sacéridas de los esqueletos oligosacaridos, y es precisamente esta
caracteristica la que le confiere a este tipo de moléculas una mayor diversidad
estructural al haber varios posibles sitios de unién en un mismo nudcleo (Pereda-
Miranda et al., 2010).

Cabe mencionar que los constituyentes individuales que componen las resinas
glicosidicas de una misma especie comparten, en la mayoria de los casos, un
mismo nucleo oligosacarido. Por lo tanto, los nucleos oligosacéaridos de las resinas
glicosidicas pueden ser identificados a través de métodos de degradacion,
permitiendo la obtencion de los acidos glicosidicos que son distintivos de las

especies gue los biosintetizan (Pereda-Miranda et al., 2010).

2.5.4 Resinas glicosidicas presentes en el género Operculina

Las primeras resinas intactas aisladas de este género, denominadas como
operculinas I-XVIII (Fig. 12), se obtuvieron en 1989 a partir de la especie Operculina
macrocarpa, dentro de las cuéles existen diferencias estructurales en la posicion de
lactonizacion en la primera unidad de ramnosa (entre las posiciones C-2y C-3) y en
las posiciones de esterificacion de sus nlcleos pentasacaridos y tetrasacaridos. La
hidrolisis alcalina de estos productos naturales generd los denominados &cidos
operculinicos A-F (Fig. 13), y se describieron como los componentes principales de
O. macrocarpa, la jalapa brasilefia de flores blancas (Ono et al., 1989; Montiel-Ayala
et al., 2021).
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Ry R; Ry Ry, Rs Rg
operculin | H OH CH; Dodeca Gic Dodeca
operculin |l H OH CH, Deca Gl Deca

operculin 11 OH H CH.,OH Dodeca Glc Dodeca
oparculin IV OH H CH.OH Deca Gl Deca

oparculin VI H OH CHy Dodeca H Dodeca
operculin VIl H OH CH; Dodeca Glc Deca

aperculin VI H OH CH; Deca Glc Dodeca

apearculin X OH H CH.OH Dodeca Glc Deca
operculin X OH H CH,;OH Deca Glc Dodeca

operculin X1 H OH CH; Dodeca Glo H
operculin X1V H OH CH; Deca Glo H
operculin XV H OH CH;y H Gle Dodeca
operculin XVI OH H CH;OH Dodeca Glc H
aparculin XVl OH H CH,OH Deca Glc H
operculin XV OH H CH,OH H Gle Dodeca

Figura 12. Resinas glicosidicas aisladas de O. macrocarpa (Moreno-Velasco, 2019).
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H COH
H GlcMe: HE!O
H3C

R, R Rs Ry

operculinic acid A H OH CH; Gilc
operculinic acid B OH H CH,OH Glc
operculinic acid C H OH CH, H

operculinic acid D OH H H Glc
operculinic acid E OH OH CH,OH H
operculinic acid F OH H H H
operculinic acid G HOH H GlcMe

Figura 13. Estructura de acidos operculinicos aislados de O. macrocarpa (Moreno-Velasco, 2019).

Las especies de Operculina también contienen diversos acidos grasos mono y
dihidroxilados adicionales como agliconas (Montiel-Ayala et al, 2021). Por ejemplo,
a partir de la jalapa de la India, O. turpethum (L.) Silva Manso, se han aislado tres
pentasacaridos derivados del &cido operculinico A, como los &cidos turpéticos A-C
(Fig. 14), cuya Unica diferencia radica en el largo de la cadena alifatica de la aglicona
con cadenas de Cis a Ci7 atomos de carbono (Ding et al., 2012; Montiel-Ayala et
al., 2021). Por otro lado, de las raices de O. macrocarpa, se aislé también el &cido
operculinico H, un hexasacarido del acido 3S, 12S-dihidroxihexadecanoico (Ono et
al., 2009), ademas de los &cidos operculinicos | y J, cuya base oligosacarida
corresponde a la del &cido operculinico H (Fig. 15) y divergen en sus agliconas, los
acidos 12S-hidroxihexadecanoico y 11S-hidroxihexadecanoico, respectivamente

(Lira-Ricardez et al., 2019).
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O~ (CH)CHy
HO
O

1n=2 HO
2n=3
3n=4

Figura 14. Estructuras de los acidos turpéticos A-C, aislados a partir de O. turpethum (Moreno-
Velasco, 2019).

Ram

Giu” OR4 OR,

AO R R1 Rz
H H OH
| H H
J H

Figura 15. A) Estructura del &cido operculinico J aislado de O. macrocarpa; (B) Estructura de acido
operculinico H y &cido operculinico | aislados de O. macrocarpa. AO, acido operculinico; R,
sustituyente. (Lira-Ricardez et al., 2019).
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En cuanto a la especie O. hamiltonii, se han identificado nucleos pentasacaridos
inéditos derivados de los acidos 11S y 12S hidroxilados. A partir del extracto
saponificado, se han aislado tres acidos glicosidicos conocidos; los &cidos
operculinicos Ay B (pentasacaridos del acido 11S-hidroxihexadecanoico) y el &cido
turpético C (pentasacarido del acido 12S-hidroxiheptadecanoico). También, se
obtuvieron y caracterizaron tres acidos glicosidicos novedosos mediante el empleo
de las técnicas RMN y EM. EIl analisis estructural permitié identificar la misma
secuencia de glicosilacion descrita para los acidos operculinicos Ay C, pero con un
largo diferente para su aglicona (Ciz y Cis) (Fig. 16) (Moreno-Velasco, 2019;
Montiel-Ayala et al., 2021).

OH

(A) n=1 S‘ﬂ’l'ﬂi
(8) n=2 "o ?

(C) n=3
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H,C 0~ OH
O
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o OH

-
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o =0

Figura 16. Nucleos oligosacéridos constitutivos de las resinas glicosidicas de O. hamiltonii, donde
las agliconas corresponden al: acido 12S-hidroxihexadecanoico (A); &cido 12S-
hidroxiheptadecanoico (B); acido 12S-hidroxioctadecanoico (C) (Moreno-Velasco, 2019).

2.6 Técnicas utilizadas para el aislamiento y purificacién de resinas
2.6.1 Métodos de separacion

De acuerdo con la naturaleza quimica de las resinas glicosidicas que las hace
moléculas anfipéticas, el aislamiento y la purificacién de estas no es tan simple, ya

gque siempre estan presentes en forma de mezclas complejas de homologos que
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tienen el mismo ndcleo oligosacarido, pero con ciertas diferencias, ya sea en el largo
de la cadena de las porciones alifaticas esterificantes o en los sitios de acilacion en

el nucleo oligosacarido (Pereda-Miranda et al., 2010).

Por este motivo, los métodos tradicionales para el aislamiento y la purificacion de
productos de origen natural, tales como la particion liquido-liquido, la cromatografia
en capa fina y cromatografia en columna usando gel de silice, Sephadex,
intercambio ionico, y filtracion en gel, resultan ser técnicas poco Utiles para la

purificacion exitosa de estos constituyentes (Pereda-Miranda et al., 2010).

Al final de la década de 1980, la aplicacion de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) condujo al aislamiento de las primeras resinas glicosidicas
intactas y con una alta pureza (>95%), lo que permitié su elucidacion estructural
mediante la aplicacion de las técnicas de espectrometria de masas (EM) y
resonancia magnética nuclear (RMN) (Noda et al., 1987). Esta investigacion
demostré que, debido a la complejidad estructural de las resinas glicosidicas, se
requiere del empleo de técnicas cromatogréficas y métodos espectroscopicos
modernos de alta resolucion para lograr la purificacion individual y la caracterizacion
estructural de los constituyentes de estas matrices complejas (Pereda-Miranda et
al., 2010).

La técnica de HPLC permite la maxima resolucion en la separacion de los
componentes de una mezcla compleja en un tiempo de analisis corto debido a la
disponibilidad de fases estacionarias de particulas pequefias (<25 um, en forma
irregular o esférica), y con tamafio de poro que va desde los 60 — 130 A, y una gran

variedad de fases méviles modificadas (Pereda-Miranda et al., 2010).

Algunos de los retos técnicos para lograr la purificacion individual de los
constituyentes presentes en las mezclas complejas de resinas glicosidicas, son el
desarrollo de un método analitico en donde se encuentren los factores mas
favorables, tales como la fase mévil, el modo de elucion (isocratico o en gradiente)
y la concentracion maxima de muestra que ingresa al equipo, y luego escalarlos a
condiciones semi-preparativas y preparativas sin perder la resolucién. Las columnas
de fase normal y fase reversa como la C-8, C-18, ciano, fenilo y amino, han

demostrado ser fases estacionarias adecuadas para el aislamiento y purificacion de
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este tipo de moléculas (Castafieda-GOmez & Pereda-Miranda, 2011; Pereda-
Miranda et al., 2010).

El éxito en la purificacion de las resinas glicosidicas con el empleo de HPLC en el
modo de reciclaje de muestra se debe principalmente a las técnicas conocidas como
“corte de nucleo” y “rasurado de pico” usadas solas o en combinacion (Fig. 17)
(Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos, 2002). Esta técnica necesita el empleo de
un aditamento instrumental llamado valvula de reciclaje, que permite una vez que la
muestra ha sido registrada por el detector, enviarla de vuelta a la bomba con el
“loop” cerrado a través de la linea de paso al inyector, y posteriormente, a la columna
y al detector nuevamente mediante el corte del nucleo. Con este procedimiento, se
aumenta el numero de platos tedricos de la fase estacionaria, permitiendo la
resolucién de los componentes traslapados, finalizando con el registro de una sefial
como un pico de comportamiento Gaussiano, sin la presencia de picos minoritarios
como indicativos de impurezas que se eliminan mediante el rasurado (Pereda-
Miranda & Hernandez-Carlos, 2002). El uso de estas técnicas conocidas como
“corte de nucleo” seguida del “reciclaje de pico”, han permitido la purificacion de
numerosos oligosacaridos de resinas glicosidicas, por ejemplo, las tricolorinas, las
intrapilosinas, las orizabinas (Fig. 17), los batatinésidos, las murucoidinas, las
pescapreinas, los purginésidos y las purginas, entre otros (Pereda-Miranda et al.,
2010).
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Figura 17. Reciclaje en HPLC y purificaciéon mediante corte de nucleo y rasurado de pico de dos
mezclas de pares de ésteres de niloilo diastereoméricos (nla), 1/2 y 3/4 (orizabinas X/XI y XII/XIIl,
respectivamente). La sensibilidad del refractometro se incrementd (x10) para optimizar la deteccion
de picos. Columna: 150 x 19 mm, uBondapak-amino, 10 um; fase moévil: CH;CN-H,0, 95:5; flujo:
4.0 mL/min; inyeccién de muestra: 10 mg/500 pl. Abreviaturas: tga, tigloilo; iba, isobutiroilo (Pereda-
Miranda & Hernandez-Carlos, 2002).
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2.7 Elucidacioén estructural

Para lograr la caracterizacion completa de este tipo de moléculas complejas, se
requiere del empleo de reacciones quimicas degradativas individuales o en
combinacion con la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas de

alta resolucion (Pereda-Miranda et al., 2010; Castafieda-Gomez et al., 2013).
2.7.1 Métodos quimicos degradativos

Los meétodos degradativos consisten en el uso de reacciones quimicas que
fragmentan de manera paulatina, la estructura compleja de las moléculas,
generando a su vez moléculas mas pequefias, simplificando asi la identificacién de

las diferentes porciones (Pereda-Miranda et al., 2010).

Dentro de las reacciones mas empleadas para la ruptura de polisacaridos, se
encuentra la hidrdlisis alcalina (saponificacion) del material crudo, que permite
obtener los acidos orgénicos que esterifican al nacleo oligosacarido y la apertura, si
corresponde, del ciclo que forma la lactona (Montiel-Ayala et al., 2021). Los acidos
obtenidos se someten a una segunda reaccion de hidrélisis en medio acido,
obteniendo asi cada uno de los carbohidratos individuales libres y la aglicona
correspondiente al fragmento que forma la macrolactona en las resinas glicosidicas.
Los acidos organicos libres, asi como sus derivados metilados o etil ésteres pueden
ser analizados por cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrometria de
masas (EM) (Pereda-Miranda et al., 2010; Montiel-Ayala et al., 2021).

2.7.2 Métodos no degradativos

El empleo de técnicas espectroscépicas como RMN y espectrométricas como EM
son herramientas muy efectivas para la elucidacion estructural completa de los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas sin utilizar métodos que

degraden al producto natural.

A partir de la obtencién de los espectros de RMN de protéon (RMN H) y carbono
(RMN 13C) de los productos intactos y de sus acidos glicosidicos, se obtiene la
informacion general acerca de la estructura de los lipooligosacéridos, tal como el

namero y tipo de unidades sacaridas que forman al nucleo oligosacarido
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constitutivo. Al recurrir a las técnicas bidimensionales homonucleares (COSY,
TOCSY, ROESY y NOESY), y heteronucleares (HSQC y HMBC), se asigna la
conectividad de cada uno de los constituyentes dentro de este tipo de moléculas
complejas (Pereda-Miranda et al., 2010).

29



3. JUSTIFICACION

Algunas especies de la familia de las convolvulaceas empleadas en la medicina
tradicional representan una fuente importante de resinas glicosidicas, las cuales
pueden servir como nuevos agentes terapéuticos y agroquimicos debido a sus
propiedades purgantes, citotoxicas e inhibidoras del crecimiento vegetal. Tal es el
caso del complejo medicinal de la raiz de jalapa brasilefia (O. macrocarpa y O.
hamiltonii), cuyo uso tradicional se asocia con la presencia de dichos compuestos

en sus extractos (Lira-Ricardez, 2019).

Dada la complejidad estructural que presentan estos metabolitos se ha dificultado
la caracterizacidn de los constituyentes individuales, por ello se requiere del uso de
técnicas acopladas a sistemas de separacion que permitan una alta eficiencia al
aislar y purificar estos compuestos para permitir a su vez, la diferenciacion entre las
especies que conforman este complejo de plantas medicinales. De esta manera, se
pretende enriquecer el conocimiento sobre la diversidad estructural de las posibles
entidades quimicas presentes en las resinas glicosidicas de la especie de estudio
(Operculina hamiltonii (G. Don) D.F. Austin & Staples). Asi, la presente disertacion
forma parte de la investigacion quimica de las especies que constituyen el complejo

medicinal de la raiz de jalapa brasilefa.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

* Realizar el aislamiento, purificacion y caracterizacion estructural del producto
mayoritario presente en una fraccién del extracto organico de las raices

pulverizadas de la jalapa brasilefia O. hamiltonii.

Objetivos especificos:

* Obtener el extracto orgénico total a partir de las raices pulverizadas de la raiz
de jalapa brasilefia.

» Establecer las condiciones instrumentales en HPLC a escala analitica para
la obtencién de perfiles cromatogréficos de la fraccion que contiene al
componente mayoritario.

* Extrapolar las condiciones analiticas a escala preparativa en HPLC para
aislar y purificar al componente mayoritario.

* Elucidar la estructura molecular del producto purificado haciendo uso de

técnicas espectroscopicas como RMN (1D y 2D).
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Métodos cromatograficos

A través de la técnica de CCA se llevo a cabo el fraccionamiento primario del
extracto organico; para ello, se emple6 una columna de vidrio con dimensiones de
60 cm de largo por 15 cm de didmetro, la cual, se empaco con gel de silice 60, de
tamafo de particula de 0.063 - 0.200 mm (Merck). Como fase moévil, se emplearon
disolventes de polaridad creciente; hexano (CesHi4), diclorometano (CH2Cl2),
acetona (Me2CO), metanol (MeOH) y mezclas proporcionales de éstos para

garantizar el aumento en la polaridad.

Las fracciones obtenidas se analizaron mediante CCF para establecer la
complejidad preliminar de cada una; como fase estacionaria, se emplearon placas
de aluminio recubiertas con gel de silice 60 F2s4 (Merck) y, como sistema de elucién,
una mezcla CH2Cl2-MeOH (9:1). Para detectar los constituyentes presentes, se
utilizé una solucion de sulfato cérico diluido en acido sulfarico como agente
cromoégeno, y para revelar las placas, éstas se calentaron a una temperatura de 80
°C.

Para llevar a cabo la separacién y purificacion de los compuestos de interés, se
utilizé la técnica de HPLC. Se emple6 un equipo cromatografico que consta de un
sistema de liberacién de disolventes 600 E (Waters) con una valvula de recirculacién
de muestra, y un detector de indice de refraccion modelo 2410 (Waters) integrado
a un equipo de computo (OptiPlex 466, Dell). El control del equipo, la adquisicion y
el procesamiento de la informacion cromatografica se realizaron a través del

software Empower 2 (Waters).
5.2 Materia vegetal

El material vegetal corresponde a una muestra comercial de raices pulverizadas de
Operculina hamiltonii, descrita como “Batata purga — Jalapa em p6 — Convolvulus
operculata” (Fig. 18), comercializada como un remedio purgante en los mercados
de Brasil bajo la marca “Mercad&o Natural” (Lote: 1111010010473).
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Figura 18. Muestra comercial de raices pulverizadas de jalapa brasilefa, “batatdo” “batata purga”,

29

“Jalapa em p¢”, “Convolvulus operculata”. Producto adquirido en el Mercado 2000, Santarém, Par3,
Brasil.

5.3 Extraccién

De la muestra adquirida, se pesaron un total de 900 g, los cuales se sometieron a
varios procesos de maceracion exhaustiva haciendo uso de mezclas de disolventes
compuestas por CsHi4, CH2Cl2 y MeOH, en un gradiente de polaridad. El producto
resultante se filtr6 y concentré a sequedad a presién reducida para su posterior

tratamiento.

5.4 Fraccionamiento primario

Con el fin de aislar la mayor cantidad de resina posible, y tras haber analizado cada
extracto con herramientas cromatograficas y espectrométricas, se reunieron los

extractos hexénico y diclorometanico para su fraccionamiento.

El fraccionamiento primario del extracto reunido (48 g) se llevo a cabo a través del
uso de la técnica de CCA. Como fase estacionaria se utilizé una columna empacada
con 500 g de gel de silice, y como fase movil se emplearon diversas mezclas de
disolventes, las cuales de describen en el Cuadro 3.
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El sistema de elucion inicié con hexano como fase movil, obteniéndose 5 eluatos de
aproximadamente 200 mL cada uno. Posteriormente, se fue incrementando la
polaridad utilizando mezclas en diferentes proporciones de CH2Cl>-Me2CO vy
Me2CO-MeOH, finalizando con MeOH. Cada fraccion obtenida se analiz6 mediante
CCF con el fin de monitorear la elucion de la columna 'y proceder a reunir los eluatos

tomando en cuenta su homogeneidad cromatografica.

Cuadro 3. Fraccionamiento primario del extracto total de Operculina hamiltonii

Eluato Disolvente Proporcion
1 Hexano 100
2 CH2Cl> — Me2CO 8:2
3 CH2Cl> — Me2CO 11
4 CHCl, — Me,CO 2:8
5 Me.CO 100
6 Me2CO — MeOH 8:2
7 Me>CO — MeOH 1:1
8 Me>CO — MeOH 2:8
9 MeOH 100

5.5 Aislamiento y purificacion
5.5.1 HPLC a escala analitica

Mediante el uso de CCF, se seleccionaron aquellas fracciones donde, de acuerdo

con su coloracion y polaridad, podrian encontrarse los compuestos de interés.

Se empled la técnica HPLC en fase reversa con un sistema de elucién isocratico a

escalas analiticas con el fin de establecer las condiciones experimentales que
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permitieran la 6ptima separacion y purificacion de los componentes presentes en la

muestra, siendo éstas:

e Columna: Analitica C-18, fase reversa, Mod. Symmetry® C18 (4.6 x 250 mm;
5 um) (Waters)

e Fase movil: Mezcla CH3CN:H20 (85:15)

e Vehiculo de muestra: CH3CN:MeOH (1:1)

e Flujo: 0.4 mL/min

e Concentracion de muestra: 1 mg/10 uL

e Volumen de inyeccion: 20 uL

e Temperatura interna del equipo: 40 °C

e Detector: indice de refraccién (sensibilidad 1024)

5.5.2 Purificacién

Una vez establecidas las condiciones que mostraban la mejor resolucion de los
componentes a escala analitica, se extrapolaron a condiciones preparativas para
realizar el aislamiento y purificacién de la mayor cantidad de muestra posible. Este

escalamiento se efectud a partir de la siguiente ecuacion:

Donde: Fp = Flujo a nivel preparativo; Fa = Flujo a nivel analitico; Lp = Longitud de
la columna preparativa; La = Longitud de la columna analitica; d, = Diametro interno

de la columna preparativa; da = diametro interno de la columna analitica.

Se hizo uso de la técnica de “corte de nucleo” con base en el cromatograma
generado para obtener mezclas de menor complejidad y, posteriormente, la técnica

de “reciclaje” para purificar los compuestos mayoritarios de éstas.

Las condiciones utilizadas para llevar a cabo estos procedimientos fueron las

siguientes:
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e Columna: Analitica C-18, fase reversa, Mod. SymmetryPrep™ C18 (19 x 300
mm; 7 um) (Waters)

e Fase movil: Mezcla CH3CN:H20 (85:15)

e Vehiculo de muestra: CH3CN:MeOH (1:1)

e Flujo: 8.0 mL/min

e Concentracion de muestra: 1 mg/10 uL

e Volumen de inyeccion: 500 puL

e Temperatura interna del equipo: 40 °C

e Detector: indice de refraccion (sensibilidad 1024)

5.6 Determinacion de constantes fisicas y propiedades espectroscépicas

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-Jones sin correccion.
Los experimentos de RMN 'H y 13C se registraron en un equipo Varian Innova
operando a una frecuencia de 400 MHz para *H y 100 MHz para 3C. Se empled
piridina deuterada (piridina-ds) como disolvente y los desplazamientos quimicos (3)
se expresaron en ppm utilizando como referencia interna la sefal de tetrametilsilano
(TMS).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccién

A partir de 900 g de raiz de jalapa brasilefia pulverizada y, tras haber reunido los

extractos hexanico y diclorometanico, se obtuvo un extracto total de 48 g.
6.2 Fraccionamiento primario del extracto organico

Del fraccionamiento primario se obtuvieron doce fracciones de interés. Los

rendimientos y claves de cada una de estas se resumen en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Rendimientos del fraccionamiento primario del extracto total

Clave Peso (g)
F1 0.0372
F2 1.7073
F3 2.1766
F4 1.5755
F5 0.6982
F6 2.6729
F7 2.9309
F8 3.5340
F9 7.000
F10 -
F11 -
F12 2.6026
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Cada fraccion obtenida se eluyd en una placa de aluminio recubierta con gel de
silice, usando como fase movil una mezcla CH2Cl>-MeOH en una proporcion 9:1.
Como referencia se utilizd6 una muestra auténtica de tricolorina A (Castafieda-
GoOmez et al., 2019), y el extracto total para su comparacion con las fracciones (Fig.
19).
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Figura 19. Placa cromatografica de las fracciones F1-F12, usando como referencia a la tricolorina
A.

La CCF permitié detectar a las fracciones ricas en resinas glicosidicas de acuerdo
con la coloraciébn marron-amarillenta generada mediante la aplicacion del agente
cromégeno. Por otro lado, se obtuvieron los espectros de RMN H para el analisis
de las sefiales caracteristicas de la estructura de las moléculas en estudio. Estos
analisis llevaron a la conclusion de que la fraccién 9 tiene un alto contenido de
resinas glicosidicas con base en el resultado de la CCF y a las sefiales identificadas
en el espectro de RMN H (Fig. 20).
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Figura 20. Espectro de RMN 'H de la fraccion 9 (400 MHz, piridina-ds).

6.3 Aislamiento y purificacion de las resinas mediante HPLC

6.3.1 Analisis por HPLC a escala analitica

La fraccion 9 se sometié a un analisis mediante HPLC con la intencion de obtener
el perfil cromatografico que permitiera la Optima separacion de las resinas
glicosidicas presentes en la mezcla. El perfil gue mostré una mejor resolucién de

las sefales se obtuvo con las condiciones establecidas en la secciéon 5.5.1 (Fig. 21):
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Figura 21. Cromatograma de HPLC a escala analitica correspondiente a la fraccion 9.
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6.3.2 Analisis por HPLC a escala preparativa

Las condiciones instrumentales analiticas que resultaron 6ptimas para la resolucién
del perfil cromatogréfico de la muestra se escalaron a condiciones preparativas para

aislar los componentes individuales que se encontraban en esta fraccion (Seccién
5.5.2).

Al realizar 20 inyecciones (500 uL) de la fraccién 9 y cortar cada uno de los picos

gue se muestran en el cromatograma de la Figura 22, se lograron obtener diez
fracciones de menor complejidad.

‘| P1] P2 P3 (P4 |P5| PG | PT P& | P9 | P10
1

e

o
[

Figura 22. Perfil cromatografico a escala preparativa que muestra los picos aislados mediante la
técnica de “corte de nucleo” de la fraccion 9.

6.3.3 Purificacién del pico FOP8

De las fracciones obtenidas, la fraccion 8 (FOP8: 40.1 mg) se someti6 a las técnicas
ya descritas con la intencion de aislar y purificar al componente mayoritario. Este

proceso se llevo a cabo mediante HPLC a nivel semi-preparativo bajo las siguientes
condiciones:
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e Columna: Analitica C-18, fase reversa, Mod. SymmetryPrep® C18 (19 x 150
mm; 7 um) (Waters)

e Fase movil: Mezcla CH3CN:H20 (85:15)

e Vehiculo de muestra: CH3CN:MeOH (1:1)

e Flujo: 4.0 mL/min

e Concentracion de muestra: 1 mg/10 uL

e Volumen de inyeccion: 500 puL

e Temperatura interna del equipo: 40 °C

e Detector: indice de refraccion (sensibilidad 1024)

Al obtener el perfil cromatografico a nivel semi-preparativo de la fraccién 8 (F9P8),
se observaron dos picos mayoritarios (Fig. 23). Se seleccioné el pico del minuto
27.7 debido a que visualmente tiene un escaso nivel de complejidad, lo que permite
optimizar su purificacién. Asi, para obtener la mayor cantidad de este pico se utilizé
la técnica de “corte y rasurado de pico” con la que se logro eliminar a los homaologos

que se encuentran en menor proporcion.
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Figura 23. Purificacion del pico mayoritario correspondiente a los 27.7 minutos de la fraccién FOP8,
utilizando la técnica de “corte y rasurado de pico”.

41



Tras llevar a cabo la técnica de “corte y rasurado de pico” para la fraccién 8, se
procedié a purificar el pico identificado como FOP828 bajo la técnica de “reciclaje”,
de esta manera, fue posible eliminar las impurezas presentes. La Figura 24 muestra
este proceso, en donde se realizaron un total de ocho ciclos de reciclaje para la
purificacion del pico FOP828. El acoplamiento off-line de la cromatografia de liquidos
con un espectrometro de masas en la modalidad de ionizacion FAB negativo
permitié detectar al anion correspondiente a la molécula desprotonada [M — H] en

un valor de m/z = 1019 Da.
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Figura 24. Purificacién del componente mayoritario de la fraccion con clave F9P828, utilizando la
técnica de “reciclaje de pico”.

Estos procedimientos condujeron a la separacion y la purificacion del componente
mayoritario de la fraccién analizada FOP8, obteniéndose 7.7 mg de un sélido blanco
con tiempo de retencion = 28 min (F9P828): p.f. 105-106 °C; ORD (c 0.6, MeOH)
[a]??s89 —46.0, [a]s78 —50.0, [a]sa6 —56.7, [a]azs —91.7, [a]3es —133.3. HRESIMS modo
negativo (Fig. 24) m/z 1019.6158 [M — H] (calcd. for Cs2H91019 requires 1019.6160
= -0.2 ppm); m/z 1055.6333 [M — H + 2H20] (calcd. for Cs2Hgs021 requires
1055.6371 6 = —3.6 ppm); HRESIMS modo positivo m/z 1043.6132 [M + Na]*.
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6.4 Elucidacion estructural del componente mayoritario
6.4.1 Elucidacion del nucleo oligosacéarido

El andlisis de los espectros unidimensionales RMN H (Fig. 25) y RMN 3C (Fig. 34)
de la fraccion FOP8 permitié obtener informacion general acerca de la estructura del
nacleo oligosacarido constitutivo de la resina. En la Figura 25 se ilustra la region

entre &1 3.81 — 6.38 que corresponde a la region oligosacérida de la molécula FOPS8.

De esta manera, el analisis espectroscopico unidimensional del espectro de RMN
H revel6 la presencia de cuatro sefales correspondientes a los protones
anomericos de cada unidad sacarida, identificadas en la region de 61 4.77 - 6.38
(Fig. 25), que se encuentran correlacionando con cuatro sefales de carbono entre
&c 100.50 - 103.70, confirmadas por la técnica de correlacién heteronuclear (*Jc-v)
HSQC (Fig. 28); con este andlisis se determind que el nucleo oligosacarido de la

molécula se encuentra formado por cuatro unidades monosacéridas.

La primera sefial anomérica registrada a campos altos se encuentra centrada en &n
4.77 y dc 102.0, y posee un patrén de acoplamiento como un doblete (J = 7.8 Hz),
caracteristico de la D-fucosa. Adicionalmente, las sefiales centradas en 61 5.73, 5.91
y 6.38, corresponden a singuletes anchos de protones anoméricos para las tres
unidades de L-ramnosa (Pereda-Miranda et al., 2010). Estas sefales
correlacionaron con los carbonos anoméricos centrados en 6c 103.7, 102.7, 100.5,
respectivamente (Fig. 28). En la region 61 1.51 - 1.59, se observan cuatro dobletes
gue corroboraron la presencia de cuatro metilpentosas, las cuales corresponden a

las tres unidades de L-ramnosa y una de D-fucosa.
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Figura 25. Espectro RMN 'H del compuesto FOP8 (500 MHz, piridina-ds).

El andlisis del espectro COSY permitid la estimacion de cada una de las unidades
sacéaridas. Para ello, se utiliz6 como criterio el valor de las constantes de
acoplamiento vecinales, generadas de acuerdo con el angulo diedro existente entre
los protones (Flores-Tafoya, 2020). De esta manera, a partir de la identificacion de
sefales anomeéricas (H-1) se inici6 el analisis de cada una y su correlacion con las
sefiales H-2 al trazar los cuadros de conectividad para cada sefial que forma el
nacleo oligosacarido como se muestra en la Figura 26. Asi, se establecieron las
correlaciones vecinales entre los protones restantes: H2-H3, H3-H4, y H4-H5 en
cada unidad sacarida. Por ejemplo, a partir de la sefial del protbn anomérico Ram

H-1 (o1 6.38) y su interaccion con la sefial Ram H-2 (o1 5.24) se genero el primer
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cuadro de conectividad (lineas color azul), a su vez, esta sefial para Ram H-2 (6w
5.24) mostré una correlacion con la sefial Ram H-3 (6n 5.68) generando un nuevo
cuadro de conectividad (lineas color azul). Las correlaciones restantes observadas
se ilustran en la Figura 26. Estas conectividades se verificaron en el experimento
TOCSY (Fig. 27) que mostro la interaccion del proton anomérico con el sistema de
espin completo conformado por las sefiales restantes (H1-H6) de cada unidad de
carbohidrato (Flores-Tafoya, 2020).
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Figura 26. Espectro COSY para las unidades sacéridas del compuesto FOP8. Las correlaciones se
muestran a través de cuadros de conectividad en distinto color (400 MHz, piridina-ds).
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Figura 27. Espectro TOCSY de la porcidn oligosacarida del compuesto FOP8. Las correlaciones se
muestran a través de lineas punteadas en distinto color (400 MHz, piridina-ds).

Las relaciones heteronucleares entre cada hidrégeno y su atomo de carbono
geminal se realiz6 a través de la técnica de (*Jc-H) HSQC (Fig. 28). Una vez
identificadas las sefiales de cada unidad sacéarida (Cuadro 5), se estableci6 la
secuencia de glicosilacion del nucleo del producto mediante el analisis de las
interacciones %3Jc.H en el experimento HMBC (Fig. 29) a partir de las siguientes
conectividades: Fuc H1 (6n 4.77) / aglicona C-11 (6¢ 80.0); Ram H1 (én 6.38) / Fuc
C2 (8¢ 73.3); Ram’ H1 (81 5.91) / Ram C4 (&¢ 76.1); Ram” H1 (6n 5.73) / Ram’ C4
(8¢ 77.6).
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Figura 28. Espectro HSQC de la porcion oligosacarida del compuesto FOP8 (400 MHz, piridina-ds).
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Al establecerse la secuencia de glicosilacion y al comparar las constantes
espectroscopicas obtenidas con lo previamente descrito en la literatura (Cuadro 6),
se pudo determinar que la estructura molecular del nucleo oligosacarido presente
en la fraccibn FOP8 corresponde a la base estructural del &cido operculinico C (Fig.

30) descrito por Ono y colaboradores (1989).

HO

HO
HiC o OH

HO
HO
OH

Figura 30. Estructura del Acido operculinico C.

El Cuadro 5 resume los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento
correspondientes a los protones y los carbonos de cada unidad que constituye la
porcién oligosacarida. Este analisis preliminar también permitié identificar la
naturaleza de la aglicona que corresponde al acido (11S)-hidroxihexadecanoico
(acido jalapindlico), el acido graso que con mayor frecuencia se encuentra en las

resinas glicosidicas (Pereda-Miranda et al., 2010).

6.4.2 Elucidacion de los constituyentes intactos

El andlisis de los espectros de RMN H y RMN 13C revel6 informacién crucial para

la elucidacion de la estructura del componente purificado.

El largo de la cadena del acido acilante del compuesto FOP8 se determind al realizar

la comparacién entre los espectros de RMN 3C (Fig. 31) de éste con el del
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compuesto F4P7 (Fig. 32) descrito por Moreno-Velasco (2019) a partir de la zona
centrada entre dc 14 — 36; en esta region se observaron 23 sefiales para metilenos
de las cuales 13 corresponden al nucleo oligosacarido de la aglicona (11-
hidroxihecadenoilo) y 10 sefales restantes corresponden a los metinos del acido
organico acilante; de esta manera, se determind que la porcidén esterificante se

trataba del mismo acido n-dodecanoico en ambos compuestos.

Y wmwmmw

Figura 31. Comparativo entre espectros de RMN 13C del compuesto F9P8 (trazo superior) y el
compuesto F4P7 (trazo inferior).

Figura 32. Estructura del compuesto purificado F4P7.
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En el caso del espectro de RMN *H (Fig. 33), en la regién comprendida entre 1 0.8
—1.0, se encuentran dos tripletes que corresponden a los metilos de la macrolactona
y del éster acilante, mientras que, en la regién comprendida entre én 1.4 — 1.7, se
observan cuatro dobletes que permiten confirmar que este compuesto contiene
cuatro metilpentosas que pertenecen a tres unidades de L-ramnosa y una de D-
fucosa, y coinciden con la estructura del ndcleo oligosacarido, el acido operculinico
C.

"
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Figura 33. Espectro RMN 'H del compuesto FOP8 (500 MHz, piridina-ds).

En el espectro RMN 13C (Fig. 34), en la zona de &c 10 — 40 se observaron las sefales
que corresponden a los carbonos alifaticos, tanto de la macrolactona como del éster
alifatico; en seguida, se identificaron en los valores de 3c 60 — 80 las sefales
correspondientes a los metinos oxigenados que conforman las unidades de los
carbohidratos. Al observar la zona a campos bajos en el rango de desplazamiento
quimico 8¢ 100 — 110, se registran las sefiales atribuibles a los carbonos anoméricos
de cada unidad sacarida. Las dos sefiales mas desplazadas corresponden a los
carbonos de los grupos carbonilo pertenecientes a la macrolactona (6c 174.2) y al

éster (dc 172.4).
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Figura 34. Espectro de RMN 13C del compuesto FOP8 (100 MHz, piridina-ds).

De este andlisis espectroscopico se puede concluir que el compuesto FOP8, posee
como nucleo oligosacérido la base estructural del acido operculinico C previamente
reportado, y que la diferencia entre ambos radica en que este compuesto esta
esterificado en la posicion C-2 de la segunda unidad de ramnosa (Ram’ C-2) por
una unidad de &cido dodecanoico, y a su vez, la aglicona forma una macrolactona
al esterificar la posicion C-3 de la primera unidad de ramnosa (Ram C-3). De esta
manera, se propone como estructura del compuesto puro FOP8 la que se muestra

en la Figura 35.

HO

Dodeca

12'

Figura 35. Estructura del compuesto FOP8.

51



Cuadro 5. Constantes espectroscopicas en la RMN tH (500 MHz) y 13C (100 MHz) del compuesto

FOP8
Posicién 8 -'H 8-13C
4.77 d (7.8) 102.0
2 4.53 dd (10.6, 7.8) 73.3
3 4.18 dd (10.6, 3.8) 77.2
4 3.94d (3.8) 73.8
5 3.81dq (6.3) 71.5
6 1.51d (6.3) 17.5
Ram-1 6.38d (1.3) 100.5
2 5.24%* 70.0
3 5.68 dd (10.0, 2.8) 79.2
4 4.70 dd (10.0, 10.0) * 76.1
5 5.06 dq (10.0, 6.2) 67.8
6 1.56 d (6.2) * 19.6
Ram *-1 5.91d (1.1) 102.7
2 4.70-4.71 dd * 70.7
3 5.72 dd (10.0, 3.0) * 76.1
4 4.61 dd (10.0, 10.0) 77.6
5 4.33-4.38 m* 69.4
6 1.55d (6.1) 18.8
Ram”-1 5.73d (1.1) * 103.7
2 4.52dd (4.4, 1.1) 72.9
3 4.33-438m * 72.8
4 4.26 dd (10.0, 10.0) 73.8
5 4.29 dq (10.0, 5.7) 71.0 *
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6 1.59d (5.7) 18.6
Aglic -1 174.2
2a 2.17m

34.9
2b 2.29m
11 3.90m 80.0
16 0.971t(7.1) 14.9
Dodecanoico -1 172.4
2a 2.33m

34.7
2b 248 m
12 0.871(7.0) 14.6

* Sefales intercambiables

** Sobrepuesta con la humedad
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7. CONCLUSIONES

1. Se prepardé el extracto organico a partir del producto comercial de raices
pulverizadas de jalapa brasilefia y se fraccioné a través de CCA obteniéndose doce

fracciones primarias.

2. Se optimiz6é un método analitico en HPLC con una columna C-18 en fase reversa
para la separacion eficiente de los componentes mayoritarios presentes en una de

las fracciones primarias.

3. Las condiciones instrumentales en HPLC a escala analitica se extrapolaron a
escala preparativa para el aislamiento y la purificacion del compuesto mayoritario
presente en la fraccion FOP8 mediante las técnicas de “corte de nucleo” y “rasurado

de pico”.

4. Se empled la técnica de “rasurado de pico” en conjunto con la técnica de
“reciclaje” a escala semi-preparativa para la purificacién del compuesto mayoritario

de esta fraccion.

5. Haciendo uso de las técnicas de RMN en 1D y 2D (homonuclear y heteronuclear),
se caracteriz0 la estructura molecular del constituyente mayoritario de la fracciéon
FOP8.

6. Se identific6 una resina glicosidica novedosa, la cual tiene como nucleo
constitutivo el &cido operculinico C macrolactonizado en la posiciéon C-3 de la
primera unidad de ramnosa, ademas de presentar un acido organico que esterifica
al nucleo en la posicién C-2 de la segunda unidad de ramnosa, es decir, el acido

dodecanoico.
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9. ANEXOS

Cuadro 6. Constantes espectroscépicas en la RMN H (500 MHz) y 13C (100 MHz) del acido
operculinico C (Ono M et al., 1989).

Posicién 3-H 3-13C
4.74d (7.9) 101.5
2 4.46 dd (7.9, 9.4) 75.1
3 4.11dd (9.4, 3.4) 76.6
4 3.92d (3.4) 73.4
5 3.76 q (6.4) 71.2
6 1.50 d (6.4) 17.2
Ram-1 6.21d (1.2) 101.5
2 4.63dd (1.2, 3.4) 72.7
3 4.58 dd (3.4, 9.1) 73.2
4 4.28dd (9.1, 9.1) 80.6
5 4.82dq (9.1, 5.8) 67.2
6 1.56 d (5.8) 19.0
Ram -1 6.18d (1.8) 102.9
2 4.74dd (1.8, 3.3) 73.1
3 4.53dd (3.3, 8.9) 73.4
4 4.39 dd (8.9, 8.9) 79.6
5 432 dq (8.9, 6.1) 68.3
6 1.56 d (6.1) 18.8
Ram’-1 6.26 d (1.5) 103.3
2 4.78 dd (1.5, 3.0) 72.4
3 4.43dd (3.0, 9.1) 72.8
4 4.23dd (9.1, 9.1) 73.9
5 4.32 dq (9.1, 6.1) 70.2
6 1.58d (6.1) 18.4
Aglic -1
11 3.92m 78.1
16 0.92 t (6.8)
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9.1 Espectros RMN en 1D y 2D del compuesto F9P8

Espectro RMN 'H del compuesto FOP8 (500 MHz, piridina-ds)
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Espectro RMN 3C del compuesto FOP8 (100 MHz, piridina-ds)
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Espectro COSY del compuesto FOP8 (400 MHz, piridina-ds)

|

-6.4

-6.6

LI B B B e e e
6.5 64 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6
ppn

ppm

62



Espectro TOCSY del compuesto FOP8 (400 MHz, piridina-ds)
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Espectro HSQC del compuesto F9P8 (400 MHz, piridina-ds)
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Espectro HMBC del compuesto FOP8 (400 MHz, piridina-ds)
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