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ABSTRACT

Ipomoea purga (“Officinal Jalapae Radix™) is a vine native to MeXico and it is one
of species that form the jalap root medicinal plant complex producing purgative principles
since pre-Hispanic times. Jalap root is the main ingredient for herbal drug. A decoction of
the aerial parts of this species is recommended as a galactogogue. This herb is further
employed in the treatment of functional digestive disorders, bilious disorders and ulcerated

skin.

The present dissertation describes the isolation, purification and structure
elucidation of the seven individual constituents from resin glycosides contents in this
medicinal species. The chloroform-soluble extract from the aerial parts of this plant,
through high-performance liquid chromatography, using the techniques of column
overload, peak shaving and recycling were isolated new oligosaccharides derivatives of
jalapinolic acid named purginosides I-1V, macrocyclic pentasaccharides, and the purgins

I-111, ester-type dimers.

Saponification of the crude resin glycoside mixture yielded operculinic acid A as
the major glycosidic acid component whereas the fatty acids: 2-methylbutyric, n-hexanoic,
n-decanoic, n-dodecanoic and trans-cinnamic were identified as the esterifying residues on

the oligosaccharide cores.

High-field nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and mass spectrometry
(FAB, ESI) were used to characterize all new isolated compounds. Purginosides I-1V are
pentaglycosidic lactones of operculinic acid A and their differences are due to the acylating
residues in the positions C, or C; and C4 of the last rhamnose unit. The structural
characterization of the purgins I-111 indicated that these molecules possess dimeric
structures consisting of two units of the operculinic acid A, in the case of purgin I, and two
units of the operculinic acid B, in the case of the purgins Il and I1l. The main difference
between purgin 11 and 111 is due to the acylating residue on C,4 of the last rhamnose unit of

both monomeric units.



Abstract

The isolation of purgins I-111 demonstrated the complexity of the chemical
diversity of resin glycosides contents in this medicinal species (Ipomoea purga) and also
confirmed the previous hyphotesis about chemical composition of the Jalap root as high

molecular weight oligosaccharides glycosidically linked to a hydroxylated fatty acid.



RESUMEN

Ipomoea purga (Raiz de Jalapa) es una enredadera nativa de México que forma
parte del complejo de plantas medicinales conocidas como “las jalapas” empleadas por sus
propiedades purgantes desde tiempos prehispanicos. La raiz de esta especie es el principal
ingrediente para la preparacion del remedio. Las partes aéreas de esta planta se utilizan en
forma de decocciones para estimular la produccion de leche materna, para tratar desordenes

funcionales digestivos, desordenes biliares e infecciones en la piel.

La presente disertacion describe por primera vez el aislamiento, la purificacion y la
elucidacion estructural de siete constituyentes individuales de las resinas glicosidicas
presentes en esta especie medicinal. A partir del extracto soluble en cloroformo proveniente
de las partes aéreas de esta planta y a través de la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(CLAE) utilizando las técnicas de sobrecarga de columna, corte y rasurado de nucleo, y
reciclaje de las muestras, se aislaron los nuevos oligosacaridos del acido jalapinolico:
purgindsidos I-1V, pentasacéaridos macrociclicos y las purginas I-111, dimeros de tipo

éster.

La saponificacion de la mezcla cruda de resinas glicosidicas proporcioné el acido
operculinico A como el &cido glicosidico mayoritario, mientras que los acidos grasos que se
encuentran acilando los ndcleos oligosacaridos se identificaron como: 2-metilbutanoico, n-

hexanoico, n-decanoico, n-dodecanoico y el trans-cinamico.

Mediante el empleo de diferentes técnicas de la resonancia magnética nuclear
(RMN) y espectrometria de masas (FAB, ESI) se llevé a cabo la identificacion de las
estructuras quimicas de los compuestos aislados. Asi, los purginésidos I-1V son lactonas
pentaglicosidicas del acido operculinico A, que difieren por el tipo de sustituyente que se
encuentra acilando las posiciones C, 6 C3 y C, de la unidad de ramnosa terminal en el
nucleo oligosacérido. La caracterizacion estructural de las purginas I-111, mostro que estas
moléculas poseen estructuras diméricas constituidas por dos unidades del acido
operculinico A, en el caso de la purgina I, y dos unidades del acido operculinico B, en el

caso de las purginas Il y I1l. La principal diferencia entre las purginas Il y 11l se presenta



Resumen

en el tipo de sustituyente que se encuentra acilando la posicion C, de la unidad de ramnosa

terminal en ambos nucleos oligosacaridos que conforman los dimeros.

El aislamiento y la identificacion de las purginas I-111 permite demostrar la
complejidad de la diversidad quimica de las resinas glicosidicas presentes en la especie
medicinal Ipomoea purga Yy confirmar la hipotesis previa sobre la composicion quimica de
la Raiz de Jalapa como oligosacaridos de alto peso molecular glicosidicamente enlazados a
acidos grasos hidroxilados.
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1. INTRODUCCION

El uso de numerosos remedios a base de hierbas surgié en los albores de la
civilizacion. A pesar de no tener estos tratamientos ningun fundamento cientifico, se
recomendaban como uso terapéutico. Incluso, el mismo Robert Boyle, a mediados del siglo
XVII, cuando defini6 las bases cientificas de la quimica, recomendaba brebajes a base de
gusanos, excrementos, orina y hongos de craneos de cadaveres como remedios terapéuticos.
Cada vez més, las sustancias naturales, fundamentalmente extractos de plantas tomaban
importancia, desde la purificacion de compuestos activos hasta el estudio de sus efectos en
organismos a nivel in vitro e in vivo. Entre los productos mas importantes descubiertos a
través de estos estudios se destacan: la quinina, la atropina, la efedrina, y la estricnina, entre
otros.! Hoy en dia, se estima que el 60% de los medicamentos de origen natural

corresponden a agentes antiinfecciosos y antitumorales.

El uso de los remedios herbolarios se ha aumentado en las dltimas dos décadas. Se
estima que en 1997 el 12% de la poblacion mundial usé productos herbolarios, generando
ganancias de billones de dolares en ventas al comercio de productos naturales. La
popularidad de la terapia a base de hierbas ha ganado interés por un nimero de razones y
creencias: las hierbas son menos costosas si se compara con medicamentos prescritos, son
mas seguras por ser de “origen natural” y representan una solucion econdémica inmediata

para muchos pacientes.’

En México, la herbolaria ha sido un recurso para el tratamiento de las enfermedades
mAas comunes por ser un pais geograficamente privilegiado, ya que posee una de las floras
mas ricas en el planeta. Su herbolaria se ha enriquecido por la observacion y paciencia de
los pueblos que durante siglos han buscado el poder de la flora nativa en la curacion.

En el mundo prehispanico, la enfermedad era concebida como producto del
desequilibrio corporal, que se mantenia gracias a la dualidad de los elementos vitales (el
calor y el frio, la luz y la oscuridad, lo seco y lo himedo). La medicina, en esta
cosmovision, se ocupaba de ayudar al paciente a recuperar el equilibrio perdido. Las

plantas medicinales fueron un recurso que utilizaban los habitantes de Mesoameérica para
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buscar la cura de sus enfermedades como era el caso del uso de sustancias purgantes por la
creencia de que era posible alcanzar la “purificacion del cuerpo” a través de su consumo.
Estas sustancias eran obtenidas de plantas pertenecientes a la familia convolvulaceae, las
cuales se han conocido y comercializado como las “jalapas” desde la época colonial, tales
como la “raiz de Michoacan” (Ipomoea purga)* (Figura 1), considerada como la auténtica
raiz de Jalapa, la “escamonea mexicana” (Ipomoea orizabensis), la “tumbavaqueros”
(Ipomoea stans), el “camote” (Ipomoea batatas) e Ipomoea simulans, entre otros. Estas
raices, atrajeron la atencion de los colonizadores espafioles en el siglo XVI por sus
propiedades purgantes. La “raiz de Michoacan”, bien conocida en Europa a partir de su
introduccion en el siglo XVI como el “ruibarbo de las indias” y cuyos efectos son mas
moderados que los de la escamonea (Convolvulus scamonina), fue considerada la més
importante dentro de estos remedios, hasta el punto tal de convertirse en el sucedaneo
americano mas importante de la escamonea, la cual habia sido usada desde tiempos
precristianos. La gran demanda comercial de la “raiz de jalapa” hacia Europa y Estados
Unidos ocasiond que los remedios herbolarios, los cuales habian sido preparados con la raiz
de jalapa como el ingrediente activo, sean preparados actualmente con otras raices
adulterantes para mejorar o modificar su efecto terapéutico, los cuales pueden adquirirse en

tiendas comerciales de productos naturistas.

Las resinas glicosidicas y los alcaloides del ergot son los principios biodinamicos
representativos de las especies medicinales pertenecientes a la familia Convolvulaceae.
Dentro de estos principios, las resinas glicosidicas son las responsables de la actividad
purgante y constituyen un conjunto de glicolipidos de alto peso molecular, cuya porcion
hidrofilica esta compuesta de un ndcleo oligosacarido y la porcién hidrofébica por una
aglicona que esta representada por un acido graso mono o dihidroxilado de 16 o 14 4&tomos
de carbono y que establece un éster ciclico intramolecular. En la mayoria de las veces, el
nucleo oligosacéarido se encuentra esterificado por acidos grasos saturados con diferentes
longitudes de cadena.’ La naturaleza quimica (moléculas anfipaticas) y la complejidad de
las resinas glicosidicas constituyen la necesidad del empleo de métodos cromatogréaficos y
espectroscopicos modernos para el aislamiento de los constituyentes individuales y su

caracterizacion estructural.
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Figura 1. llustracion de la raiz de jalapa (Ipomoea purga) en el manuscrito Badiano
(1552).

El desarrollo de la cromatografia liquida y de las técnicas de identificacion
estructural como la resonancia magnética nuclear bidimensional ha permitido superar las
dificultades que se tuvieron en el pasado para realizar el aislamiento y la identificacion de
este tipo de molécula. Por esta razon, en las Gltimas dos décadas se han incrementado en
forma significativa las publicaciones sobre la quimica de las resinas glicosidicas de

especies pertenecientes a la familia Convolvulaceae.

Debido a la gran diversidad estructural de las resinas glicosidicas encontrada en
diferentes especies pertenecientes a la familia Convolvulaceae, el presente proyecto
describe por primera vez, el aislamiento, la purificacion y la identificacion estructural de
los constituyentes individuales intactos que componen las resinas glicosidicas de la
auténtica “raiz de jalapa” o Ipomoea purga. En la medicina tradicional mexicana, el uso

principal de la raiz de esta planta es como un remedio purgante; pero las partes aéreas de




Introduccion
|

esta planta han sido usadas para promover la produccion de leche materna (galactogogo),
asi como para el tratamiento de la gastritis, la inflamacion abdominal, los desordenes
biliares, la disenteria, la enteromeningitis, la hidrocefalia, y las Glceras en la piel.’

Especificamente, en este trabajo se hace una descripcion detallada sobre el
aislamiento de los glicolipidos intactos de Ipomoea purga, a través de técnicas
cromatograficas de alta resolucion y su identificacion estructural a través de técnicas como

la espectrometria de masas y la resonancia magnetica nuclear.




2. ANTECEDENTES

2.1 La familia Convolvulaceae

El nombre botanico Convolvulaceae deriva del latin convolvo que significa
entrelazarse, el cual describe la forma de crecimiento caracteristico de la mayoria de las
especies en forma de enredaderas.® En la lengua inglesa, esta familia se conoce con el
nombre comun de “Morning Glory” y se refiere a la tendencia que tienen la mayoria de sus
especies ornamentales de florecer sélo en la mafiana, donde muestran su esplendor por
pocas horas antes de que se inicie la caida de sus pétalos. Estas flores s6lo duran una

mafiana y mueren en la tarde.

Dentro de las angiospermas, esta familia se divide en dos subfamilias, Cuscutoideae
y Convolvuloideae. Esta Ultima subfamilia se compone de siete tribus, Dichondreae,
Dicranostyleae, Convolvuleae, Poraneae, Erycibeae, Ipomoeae y Argyreieae. Las tribus
Convolvuleae e Ipomoeae poseen los géneros méas importantes desde el punto de vista
medicinal, como son Calystegia, Convolvulus y Exogonium que pertenecen a la primera
tribu e Ipomoea, Merremia, Operculina, Quamoclit, y Pharbitis que forman parte de la
tribu Ipomoeae. Aproximadamente 60 géneros y 1650 especies se estiman en el mundo,
distribuidas ampliamente en las zonas tropicales de Asia y América. 250 especies
pertenecen al género Convolvulus, 500 especies para el género Ipomoea y 170 especies para
Cuscuta. En México se han reportado 15 géneros y aproximadamente 217 especies, siendo
el género Ipomoea el que presenta el mayor grado de endemismo (65%), es decir, 104
especies se encuentran presentes en México de las 160 especies que conforman el género.

Las especies vegetales pertenecientes a esta familia poseen en sus tejidos foliares y
radiculares células que secretan resinas glicosidicas, las cuales ejercen su accion purgante
de utilidad en la medicina tradicional. Muchas de estas especies se encuentran mencionadas

en numerosas farmacopeas y forman parte de los remedios comerciales.®
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2.2 El Género Ipomoea y la especie Ipomoea purga

El nombre genérico de Ipomoea se deriva de las palabras griegas ¢ (ips) 0 wurog
(ipos), que significa “enroscarse” o “enredadera” y oupowog (homoios) que significa
"semejante a". Asi, éste se refiere a la manera de crecimiento de la mayoria de sus especies,
las cuales, se presentan como enredaderas con tallos enroscados que alcanzan de 1 a5 m.’
Sin embargo, las especies I. phillomega e I. santillanii son lianas tropicales que alcanzan
alturas de hasta 15 m. En especial, la especie Ipomoea purga crece hasta 7 m de largo, se
tiende sobre el suelo y se enreda en otras plantas. Otras especies han perdido su capacidad
de enroscarse, como son |. imperata e |. pescaprae que crecen tendidas sobre arenas
costeras. Las especies como I. stans, I. duranguensis, I. sescossiana (crecen en zonas aridas
hasta 1m) e I. carnea (crece hasta 4 m) se presentan como arbustos perennes lefiosos y
herbaceos, mientras que las especies I. arborescens e I. murucoides crecen hasta 9 m como

arboles de madera suave.

El género Ipomoea se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, en
especial en las regiones tropicales, subtropicales y templadas de ambos hemisferios. En
México, la mayor proporcion de especies pertenecientes a este género se encuentra en las
regiones subtropicales de la costa del pacifico. Entre los estados de Jalisco y Oaxaca se han
encontrado por lo menos 20 especies endémicas, mientras que en las praderas y desiertos
del centro y norte de México se han encontrado las especies de la serie Tyrianthinae. En el
golfo de México, sélo se han encontrado dos especies endémicas, Ipomoea eximia e
Ipomoea purga. La especie . purga se distribuye en las montafias de la Sierra Madre
Oriental, en los estados de Hidalgo, Puebla y Oaxaca. Se encuentra en abundancia en la

region tropical de Jalapa, en el estado de Veracruz.

El adjetivo latino “purga” significa “purgante” y fue usado para darle el nombre a
la especie “Ipomoea purga” (Wender) Hayne, la cual se considera como la “raiz de jalapa
oficial”, aunque, aparecen diferentes sinonimias para referirse a esta especie como
Exogonium purga (Wender) Benth., Convolvulus officinalis Pelletan, Convolvulus jalapa

Scheide, Convolvulus purga Wender e Ipomoea jalapa Nutt. & Cox.’
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Esta especie también se conoce por sus nombres comunes de purga, jalapa, raiz de
jalapa, limoncillo, sombrilla, mechoacén negra, raiz de Michoacén, entre otros. Sus tallos
son ramificados y lisos que se enroscan para trepar, son de color verde o purpura y no
presentan vellosidades. Sus hojas son alternas, ovaladas con tamafios de hasta 12.5 cm de
largo y 7.7 cm de ancho, ligeramente puntiagudas con su base acorazonada. Los peciolos
se presentan lisos con tamafos de 6 cm de largo. Sus inflorescencias muestran de 1 a 2
flores sobre largos pedunculos, en las axilas de las hojas. Sus flores presentan un caliz de
5 sépalos verde-oscuros de 10 mm de largo y 7 mm de ancho; la corola es de color
purpura, en forma de trompeta con el tubo (de hasta 6 cm de largo) muy delgado
(ligeramente hinchado hacia su parte media), sin pelillos y con cinco estambres que
sobrepasan la corola, con filamentos y el estilo blancos. Los frutos consisten de capsulas
conicas de hasta 10 mm de largo y hasta 8 mm de ancho, sin pelillos, que al madurar se
abre para liberar las semillas. Se encuentran cuatro semillas de color negro, globoso-
triangulares y cubiertas de pelillos. Sus raices son tuberosas de color café que alcanzan
10 cm de didmetro® (Figura 2).

La especie Ipomoea purga es una planta perenne que crece en bosques tropicales
caducifolios, pinares, encinares y mesofilos de montafia a alturas entre 1900 y 2400 m.
Empieza a florecer entre julio y noviembre.? Esta especie se considera como la méas
importante dentro del complejo de raices purgantes conocido como “jalapas” y no puede

distinguirse a simple vista de las otras jalapas mexicanas como I. orizabensis e I. stans,

entre otras.

Figura 2. Morfologia de la especie Ipomoea purga
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2.3 Metabolitos secundarios principales en la familia Convolvulaceae
2.3.1 Alcaloides

Los alcaloides de tipo ergolina constituyen uno de los dos grupos
qguimiotaxonomicos del género Ipomoea. En algunos casos, las actividades biologicas
mostradas para este género son atribuidas a la presencia de los alcaloides derivados del
acido lisérgico. Por ejemplo, las flores de Ipomoea intrapilosa se emplean como

cataplasmas para calmar el dolor,

Ipomoea parasitica provoca intoxicaciones en
rumiantes debido a su ingesta’’ y las semillas de Ipomoea violaceae (“ololiuqui”)
inducen alucinaciones durante los rituales adivinatorios y religiosos entre los pueblos

mesoamericanos.*?
2.3.2 Resinas Glicosidicas

Las resinas glicosidicas constituyen el segundo grupo de metabolitos que
caracteriza a este género. Desde el punto de vista estructural, los constituyentes
individuales consisten de oligosacaridos unidos a una aglicona formando un macrociclo a
través de un enlace éster intramolecular. Los nlcleos oligosacéridos se encuentran en la

mayoria de los casos sustituidos por 4cidos grasos.*®

La diversidad estructural de estos compuestos surge de las variaciones en el
namero y tipo de unidades sacaridas que componen el nacleo oligosacarido, en la
secuencia de glicosidacion, en la posicion de lactonizacion y en el tipo, nimero y
posicién de los acidos que se encuentran acilando al nicleo. Asi, se han podido
identificar desde disacaridos hasta heptasacaridos y dimeros tipo éster constituidos por
tres hasta cinco azlcares en cada unidad oligomeérica. Estos nucleos se componen
principalmente de cuatro carbohidratos, tres 6-desoxihexosas como son la p-fucosa, p-
guinovosa y L-ramnosa, y la p-glucosa, como la Unica hexosa presente en esta clase de
metabolitos.® La p-xilosa se describié recientemente para las resinas glicosidicas de

Ipomoea pescaprae.**
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En cuanto a la secuencia de glicosidacién, se han encontrado lipooligosacaridos
lineales o ramificados y los acidos que con mayor frecuencia representan a las agliconas
de las macrolactonas son los &cidos (11S)-hidroxihexadecanoico (&cido jalapindlico) y el
(11S)-hidroxitetradecanoico (acido convolvulindlico).® Sin embargo, otras agliconas han
sido identificadas como son el acido 3,11-dihidroxitetradecanoico (&cido ipurolico) vy el
acido (11S)-hidroxi-4-oxotetradecanoico, las cuales han sido encontradas en las resinas
glicosidicas de las semillas de Pharbitis nil y en las hojas de Ipomoea squamosa,
respectivamente. Los acidos 12-hidroxipentadecanoico, 12-hidroxihexadecanoico y 12-
hidroxiheptadecanoico fueron identificados en las resinas glicosidicas de las partes aéreas
de Ipomoea turpethum.™ Los 4cidos que con mayor frecuencia se encuentran acilando los
nacleos oligosacaridos son derivados de cadena corta que incluyen a los &cidos acético
(ac), propionico (pa), n-butirico (ba), isobutirico (iba), (2S)-2-metilbutirico (mba), 3-
metilbutirico (3-mba), (-)-(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutirico (acido nilico, nla), y 2-metil-
2-butenoico (tiglico, tga). También, se han encontrado ésteres derivados de &cidos
arilalquilicos como el (2E)-3-fenil-2-propenoico (acido cindmico, CA) y eésteres
derivados de &cidos grasos con diferentes longitudes de cadena tales como el n-hexanoico
(hexa) o caproico, n-octanoico (octa) o caprilico, n-decanoico (deca) o caprico, n-
dodecanoico (dodeca) o laurico, n-hexadecanoico (hexadeca) o palmitico, n-
octadecanoico (octadeca) o esteérico, y n-eicosanoico (eicosa) o acidos araquidénicos.®

Cabe mencionar que los constituyentes individuales que componen las resinas
glicosidicas de una misma especie comparten, en la mayoria de los casos, un mismo
ndcleo oligosacérido. Por lo tanto, a través de métodos de degradacion (hidrdlisis
alcalina), los ndcleos oligosacaridos de las resinas glicosidicas pueden ser identificados
permitiendo la obtencién de los &cidos glicosidicos que son distintivos de las especies
que los biosintetizan. Una revision completa sobre la diversidad estructural de las resinas
glicosidicas fue recientemente publicada como parte de los resultados generados por esta
tesis.® Por esta razon, en esta seccién solo se revisara la diversidad estructural de las
resinas glicosidicas compuestas por pentasacaridos y hexasacaridos, incluyendo a sus

estructuras diméricas.
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2.3.2.1 Lipopentasacaridos del Acido Arboresinico

Las arboresinas I-VI fueron aisladas del extracto cloroférmico de las raices de
Ipomoea arborescens. El nucleo oligosacarido (&cido arboresinico) se compone de dos
unidades de p-glucosa y tres de L-ramnosa. Para todas las arboresinas el enlace de la
macrolactona se identifico en el C, de la segunda unidad de azlcar. En todas las
arboresinas, el grupo n-dodecanoil y un residuo niloil fueron identificados en el C, de la
tercera unidad monosacéarida y en el C3 de la cuarta unidad. La presencia de congéneres
en estas especies se debe a los diferentes tipos de sustituyentes que se encuentran
esterificando la posicion C4 de la cuarta unidad de azucar e.g., acidos acético (ac),

propidnico (pa), butanoico (ba), (2S)-metilbutanoico o tiglico (tga) (Figura 3).*°

Arboresina R
| H
1 ac
i pa
v ba
V mba
oH Vi tga

Figura 3. Estructura de las arboresinas 1-VI

2.3.2.2 Lipopentasacaridos del Acido Calisélico A

Recientemente, se describio el aislamiento de las calisolinas 11 y 111 del extracto
metanolico de las hojas, tallos y raices de Calystegia soldanella. Estos lipopentasacaridos

forman parte de la mezcla de resinas glicosidicas que contienen una unidad de b-

L]
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quinovosa, tres unidades de p-glucosa y una unidad de r-ramnosa. En ambas calisolinas el
sitio de la macrolactona (&cido 11S-hidroxihexadecanoico) se identifico en la posicion C,
de la glucosa terminal. La diferencia entre la calisolina Il y Il se encuentra en las
posiciones C, y C3 de la unidad de r-ramnosa, donde la calisolina Il contiene un residuo
niloilo en el C, en lugar de estar en la posicion C3 como se presenta en la calisolina 111
(Figura 4)."

Calisolina | R* R®
- 1 nla H
WO% I H | nla

R0 OR!

: 2\7
Bt

Figura 4. Estructura de las calisolinas 11-111

2.3.2.3 Lipopentasacaridos del Merremdsido J

Los merremosidos f, g, h; y h, fueron obtenidos del extracto metandlico de la
droga cruda de Ipomoea mammosa (Merremia mammosa). Estos glicolipidos del acido
jalapindlico se componen de una p-glucosa y cuatro r-ramnosas formando un nucleo
oligosacarido ramificado unido a la macrolactona en el C; de la segunda unidad
monosacarida para los merremésidos f y g y en el C, del mismo azlcar para los
merremosidos h; y h,. La diversidad estructural para la serie de los merremosidos surge
de las diferencias observadas en los patrones de acilacion por los acidos isobutirico y 2S-
metilbutirico en las posiciones C, de la tercera unidad monosacarida y C4 de la ramnosa

terminal (Figura 5).%8
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© OH OH
OH HO OH o
OH OH
Merremoésido R Merremoésido R
F iba h; mba
G mba h, iba

Figura 5. Estructura de los merremésidos F, G, hy y h;

2.3.2.4 Lipopentasacaridos del Acido Multifidinico A

Las multifidinas 1 y 11 son las resinas glicosidicas solubles en éter obtenidas de
las semillas de Ipomoea multifida (Quamoclit multifida). Esta planta es un hibrido
ornamental entre las plantas Quamoclit coccinea y Quamoclit pinnata. Sus glicolipidos
se caracterizan por contener una unidad de p-glucosa, una de p-quinovosa y tres unidades
de r-ramnosa. El sitio de lactonizacion de la aglicona fue identificado en el C, de la
segunda unidad monosacarida. También, se identificd al éster (2S)-metilbutiril en el C,4
en la cuarta unidad de azucar. Las multifidinas | y Il difieren en la longitud del
sustituyente que se encuentra enlazado en el C, de la tercera unidad monosacarida, el
éster n-decanoilo en la multifidina 1 y el éster n-dodecanoilo en la multifidina Il (Figura
6).19
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Multifidina R

| deca
1 dodeca
o)
o 0
= o
H OR
O J oH
© HO  on
OH (£
OH

Figura 6. Estructura de las multifidinas I-11

2.3.2.5 Lipopentasacaridos del Acido Murucinico

Nueve resinas glicosidicas intactas denominadas murucinas I-1X fueron aisladas del
extracto cloroférmico de las raices de la planta identificada incorrectamente como Ipomoea
murucoides. En realidad, el material vegetal analizado corresponde |. arborescens, debido
a que las resinas glicosidicas aisladas de esta especie fueron totalmente diferentes de las
aisladas en Ipomoea murucoides. El nicleo oligosacarido en toda la serie de murucinas se
caracteriza por: a) contener una unidad de p-glucosa, una unidad de p-quinovosa y tres
unidades de r-ramnosa; b) el sitio de union de la lactona se identifico en el C, de la segunda
unidad monosacarida (ram); ¢) el C, de la tercera unidad monosacéarida se encuentra acilado
por un residuo n-dodecanoilo. Variaciones en el tipo de sustituyentes éster enlazados en los
Cs y C4 de la cuarta unidad monosacarida se describieron en esta serie. Un residuo niloil

enlazado en la posicién Cs se encontrd en las murucinas VI, VI y VIII (Figura 7).
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Murucina R? R?

| H ac

1 H pa

1 H ba

v H mba

V H nla

VI nla ac

Vil nla ba

o7 on VIl nla  tga

IX H H
OH HO
OH

Figura 7. Estructura de las murucinas I-1X

2.3.2.6 Lipopentasacaridos de los Acidos Operculinicos Ay B

Hasta el momento, se han aislado 38 resinas glicosidicas intactas derivadas del
acido operculinico A a partir de diferentes especies del género Ipomoea y en una especie
del género Merremia. El batatinésido VI y los batatésidos H e | se aislaron de 1.
batatas,**?* la digitatajalapina de 1. digitata®, las intrapilosinas I-VI1 de I. intrapilosa,® las
leptofilinas A y B de I. leptophylla,®®> los mamésidos H; y H, de 1. mamosa (Merremia
mammosa),? las murucoidinas 1V, V y XI de I. murucoides,***" las operculinas I, 1, V,
VIl y VIl de I. operculata,®®®® las estoloniferinas 1V-VII de I. estolonifera,® Ia
quamoclina IV de I. quamoclit (Quamoclit pennata),™ y las tuguajalapinas I-X de M.
hungaiensis.® Estos glicolipidos derivados del acido operculinico A, estan compuestos de
una unidad de p-fucosa, una unidad de p-glucosa y tres unidades de r-ramnosa. Se
identificd el sitio de lactonizacion de la aglicona en el C, de la segunda unidad
monosacarida (ram), excepto en la operculina V y en las murucoidinas V y Xl, en los
cuales, la aglicona se encuentra enlazada al C; de la misma unidad de azlcar (ram).*
Resinas glicosidicas derivadas del acido operculinico B, han sido aisladas de Ipomoea
operculata y denominadas como operculinas 111, 1V, IX, X, XVI, XVII y XVIII. La
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diferencia de estos lipooligosacaridos es la presencia de una unidad de p-glucosa en lugar

de una p-fucosa presente en los glicolipidos derivados del &cido operculinico A. De la

misma manera, la posicion de lactonizacion se identifico en el C, de la primera unidad de

ramnosa.

La diversidad quimica de los pentasacaridos del acido operculinico A y B radica en

los diferentes tipos de grupos sustituyentes que se encuentran acilando la posicién C, de la

tercera unidad monosacarida (ram’) y las posiciones C,, C3 y C4 de la cuarta unidad (ram’’)

(Figura 8).

R0 HO
OR®

Lipopentasacarido R*  R? R® R* R’ R® R RS R®
Batatinésido VI H OH CH; deca H H H H H
Batatésido H H OH CH; mba H H H CA dodeca
Batatodsido | H OH CH; mba H H CA H dodeca
Intrapilosina | H OH CH, mba H H H CA mba
Intrapilosina 11 H OH CH, mba H H H CA octa
Intrapilosina 111 H OH CH, octa H H H CA octa
Intrapilosina 1V H OH CH3 dodeca H H H CA (-)-(2R)-mba
Intrapilosina V H OH CH3 dodeca H H H CA mba
Intrapilosina VI H OH CH;3 dodeca H H H mba CA
Intrapilosina VI H OH CH; dodeca H H H CA octa
Leptofilina A H OH CHs dodeca H H CA H propa
Leptofilina B H OH CHs dodeca H H H H propa
Operculina l H OH CH, dodeca H H H H dodeca
Operculina 1l H OH CH, deca H H H H deca
Operculina Il OH H CH,OH dodeca H H H H dodeca
Operculina IV OH H CH,OH deca H H H H deca
Operculina VII H OH CHs dodeca H H H H deca
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Operculina VIII H OH CH; deca H H H H dodeca
Operculina IX OH H CH,OH dodeca H H H H deca
Operculina X OH H CH,OH deca H H H H dodeca
Operculina XVI OH H CH,OH dodeca H H H H H
Operculina XVII OH H CH,OH deca H H H H H
Operculina XVIII  OH H CH,OH H H H H H dodeca
Estoloniferina IV H OH CH; deca H H H H mba
Estoloniferina V H OH CH; deca H H H H mba
Estoloniferina VI H OH CH; deca H H H H hexa
Estoloniferina VII H OH CH; deca H H H H hexa
Mamésido H; H OH CH; mba H H H H iba
Mamésido H, H OH CH; iba H H H H iba
Murucoidina IV H OH CH; mba H H H H mba
Quamoclina IV H OH CH; dodeca H H H H mba
Tuguajalapina | H OH CH; hexadeca H hexadeca H H hexadeca
Tuguajalapina Il H OH CH3 hexadeca hexadeca H H H hexadeca
Tuguajalapina 111 H OH CH3 hexadeca H hexadeca H H hexadeca
Tuguajalapina 1V H OH CHs hexadeca  octadeca H H H hexadeca
Tuguajalapina V H OH CHs hexadeca  octadeca H H H hexadeca
Tuguajalapina VI H OH CHs hexadeca H octadeca H H hexadeca
Tuguajalapina VII H OH CH; hexadeca eicosa H H H hexadeca
;I'/lljlgluaj alapina H OH CHs hexadeca H eicosa H H hexadeca
Tuguajalapina IX H OH CH; hexadeca H H H H hexadeca
Tuguajalapina X H OH CH; hexadeca H H H H hexadeca
Digitatajalapina | H OH CH3 dodeca H H H H tga
Lipopentasacarido R’ R’
O\M Operculina Vv dodeca dodeca
, o Q Murucoidina V mba mba
"o wo o fon Murucoidina XI dodeca  mba
HO (7 0
OH

Figura 8. Resinas glicosidicas derivadas del acido operculinico Ay B
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2.3.2.7 Pescaprosidos A, By lipopentasacaridos del pescaprosido C

Los pescaprosidos A y B se obtuvieron del extracto soluble en hexano de las partes
aéreas de Ipomoea pescaprae, cologuialmente conocida como “rifionina”. El pescaprosido
A presenta una unidad de p-fucosa y cuatro unidades de r-ramnosa, mientras que el
pescaprosido B presenta un residuo (2S)-metilbutirico en la posicion C4 de la ramnosa
terminal.*** La aglicona en estos dos glicolipidos no se encuentra formando un éster

macrociclico y, en su forma abierta, se caracterizd como un éster metilico.

La pescapreina XVIII, se aisl6 de las fracciones lipofilicas de Ipomoea pescaprae.
El nacleo oligosacarido de este glicolipido se identific6 como el pescaprosido C, que
contiene una unidad de p-xilosa y cuatro unidades de L-ramnosa. El sitio de lactonizacién
de la aglicona se identificé en la posicién C3 de la segunda unidad monosacérida (ram). Los
grupos n-dodecanoil y el (2S)-metilbutanoil se encuentran acilando el nicleo en la posicion

C, de la tercera unidad monosacérida (ram’) y en el C, de la ramnosa terminal (Figura 9).*

HO Pescapreina XVIII

Pescaprésido R
A H
B mba

Figura 9. Estructura de los pescaproésidos Ay By la pescapreina XVIII
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2.3.2.8 Lipopentasacaridos del Acido Quamoclinico A

Tres resinas glicosidicas denominadas quamoclinas I-111 se obtuvieron del extracto
metandlico de las semillas de Ipomoea quamoclit (Quamoclit pennata). Estos
lipooligosacaridos presentan el mismo tipo de monosacéridos y la misma secuencia de
glicosidacion del acido operculinico A. Sin embargo, la aglicona presente en el acido
guamoclinico A se compone de 14 atomos de carbono (11S-tetradecanoico) diferente de la
aglicona presente en el &cido operculinico A, el 11S-hexadecanoico. Para las quamoclinas |
y 111, el enlace de la lactona de la aglicona se presenta en el C, de la segunda unidad
monosacarida (ram), mientras que en la quamoclina Il se presento en el C3 de la misma
unidad de ramnosa. En todas las quamoclinas, el grupo 2S-metilbutanoilo se localizo6 en el

C, de la ramnosa terminal (Figura 10).%

o@# o@%
o) o
z (o] H 0
o]
o HO  on ? OH o HO  on ? OH
OH HO
Ho ' no°
Quamoclina Il

Quamoclina R
I dodeca
i deca

Figura 10. Estructura de las quamoclinas I-111
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2.3.2.9 Lipopentasacaridos de los Acidos Siménicos Ay B

Seis resinas glicosidicas intactas han sido aisladas del género Ipomoea conteniendo
el &cido simonico A, entre ellas, la simonina Il y los batatésidos M y N se aislaron de

2138y las murucoidinas VI-VIIl de Ipomoea murucoides.?” Estos

Ipomoea batatas,
glicolipidos se caracterizan por contener una unidad de p-glucosa como el primer
monosacarido de la cadena oligosacérida y cuatro unidades de r-ramnosa. El enlace de la
lactona del &cido jalapindlico se identifico en el C3; de la segunda unidad monosacarida
(ram) para la simonina 11 y la murucoidina VI, mientras que en los batatésidos My N y las
murucoidinas V11 y V111, se identifico el enlace de la macrolactona en la posicion C; de la

primera ramnosa.

Con respecto a la identificacién de resinas glicosidicas conteniendo el acido
siménico B como su nucleo oligosacéarido, se aislaron las simoninas Il1-V, los
batatinésidos I, IV y V, y los batatésidos A-G y O-P de I. batatas,®*?¥"® |as
murucoidinas I-111, IX y X de I. murucoides,***" las pescapreinas I-1V, VII-IX y X-XVII

333439 y las estoloniferinas 1-111 de I. estolonifera.®® A diferencia del 4cido

de I. pescaprae,
simdnico A, la primera unidad monosacéarida presente en estas resinas glicosidicas es la p-
fucosa en lugar de la p-glucosa. En la mayoria de estos compuestos, se identificé el sitio de
lactonizacién en C3 de la segunda unidad monosacarida (ram), excepto en el batatindsido
V, batatésidos D-G y M-P y las murucoidinas I-111 y VII-VIII, en los cuales, la
macrolactona se localizé en C, de la unidad de ramnosa (ram). La presencia de congéneres
en estas series se debe a las variaciones encontradas en los grupos acilantes que se
encuentran en el C, de la segunda unidad de ramnosa Yy en las posiciones C,, C3y C,4 de

una de las ramnosas terminales (Figura 11).
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RO
RO ors O oH
OH
HO
Lipopentasacarido R' R® R® R* R° R° R’
Simonina Il OH H CH)OH mba H H dodeca
Simonina Il H OH CHs; mba H H dodeca
Simonina IV H OH CHs; dodeca H H dodeca
Simonina V H OH CHs; octa H H dodeca
Batatinosido | H OH CHs; mba H CA  dodeca
Batatinosido 1V H OH CHs; mba H H dodeca
Batatosido A H OH CH; mba CA iba H
Batat6sido B H OH CH; ba H CA iba
Batatdsido C H OH CHs; mba CA dodeca H
Murucoidina VI OH H CH)OH dodeca H H mba
Murucoidina IX H OH CHs; mba H H iba
Murucoidina X H OH CHs; (8R)-hidroxi-dodeca H H mba
Pescapreina | H OH CHs; dodeca H H H
Pescapreina Il H OH CHs dodeca H H iba
Pescapreina Il H OH CHs dodeca H H mba
Pescapreina IV H OH CHs deca H H hexa
Pescapreina V1l H OH CHs deca H H H
Pescapreina VIII H OH CHs; iba H H dodeca
Pescapreina IX H OH CHs; deca H H hexa
Pescapreina X H OH CHs; deca H CA mba
Pescapreina XI H OH CHs deca CA H mba
Pescapreina XII H OH CHs deca H CA iba
Pescapreina XIII H OH CHs deca CA H iba
Pescapreina XIV H OH CHs dodeca H CA iba
Pescapreina XV H OH CHs dodeca CA H iba
Pescapreina XVI H OH CHs dodeca H CA mba
Pescapreina XVII H OH CHs dodeca CA H mba

L]
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Pescapreina XVIII H OH CHs mba H H mba
Pescapreina XIX H OH CHs; deca H H iba
Pescapreina XX H OH CH; deca H H mba

OH
OH
HO

Lipopentasacarido R' R? R® R* R R° R’
Batatinosido V H OH CHs deca H H H
Batatosido D H OH CH; mba H CA  dodeca
Batatosido E H OH CH; mba CA H dodeca
Batatosido F H OH CH; mba CA dodeca H
Batatosido G H OH CHz dodeca H CA ba
Batatdsido M OH H CH,OH dodeca CA H mba
Batatésido N OH H CH,OH mba H CA iba
Batatdsido O H OH CHs iba CA H dodeca
Batatdsido P H OH CHs deca CA H iba
Murucoidina | H OH CH; mba H H H
Murucoidina Il H OH CH; mba H H iba
Murucoidina 111 H OH CH; mba H H mba
MurucoidinaVIl OH H CH,OH mba H H iba
MurucoidinaVIIl OH H CH,OH mba H H mba

Figura 11. Resinas glicosidicas derivadas de los acidos simonicos Ay B
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2.3.2.10 Lipopentasacaridos del Acido Soldanélico A

La soldanelina A se aislo del extracto soluble en cloroformo de las raices
liofilizadas de Calystegia soldanella. Este pentasacarido ramificado se compone de una
unidad de p-quinovosa, tres unidades de p-glucosa y una unidad de L-ramnosa. Su nucleo
oligosacérido, se encuentra unido al 4cido 11S-hexadecanoico como su aglicona, donde el
sitio de lactonizacion de la aglicona se encuentra en el C, de la segunda unidad de glucosa.
Tres sitios de acilacion se identificaron en las posiciones C, y C4 de la tercera unidad
monosacarida (ram) por los &cidos nilico y tiglico, respectivamente. También, fue
identificado el &cido 2S-metilbutirico, que se encuentra enlazado a la posicion C; de la

segunda unidad de glucosa (Figura 12).*°

Figura 12. Estructura de la soldanelina A

2.3.2.11 Lipopentasacaridos del Acido Woodrosinico A

Las woodrosinas | y 11 fueron aisladas del extracto insoluble en éter de los tallos de
Ipomoea tuberosa (Merremia tuberosa). Estos heteropentasacaridos se caracterizan por
contener una secuencia de glicosidacion ramificada compuesta por 4 unidades de p-glucosa
y una de r-ramnosa. El acido 11S-hexadecanoico (&cido jalapindlico) se identifico como la

aglicona, cuyo sitio de lactonizacion se encontrd en la posicion C, de la cuarta unidad de p-
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glucosa. En la woodrosina I, se identificd al acido 2S-metilbutanoico en la posicion C; de la
tercera unidad de glucosa, en lugar del &cido 2-metilpropanoico enlazado a la misma
posicion en la woodrosina Il. En ambos lipopentasacéridos se identifico al acido 2S-
metilbutanoico en las posiciones C, y C4 de la ramnosa terminal y en el C4 de la tercera

unidad de glucosa (Figura 13).*

Woodrosina R

ﬁ/ I mba
_ (@]
%:O;/ o I iba

1,

Figura 13. Estructura de las woodrosinas I-11

2.3.2.12 Lipohexasacaridos

Hasta el momento, s6lo ha sido posible el aislamiento de un lipooligosacérido
intacto formado por seis unidades monosacéridas, la calisolina 1V que se obtuvo del
extracto metandlico de las hojas, tallos y raices de Calystegia soldanella. EI nucleo
oligosacéarido (acido calisélico D) se encuentra constituido por una unidad de p-quinovosa,
cuatro unidades de p-glucosa y una unidad de r-ramnosa. El sitio de enlace de la
macrolactona se identificd en la posicion C, de una de las glucosas terminales. En este
compuesto se identificaron los sustituyentes 2S-metilbutanoilo en la posicion C, de la
unidad de ramnosa y el tigloilo en la posicion Cj de la tercera unidad de glucosa (Glu'")
(Figura 14).
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Olluuu...,

Figura 14. Estructura de la calisolina IV

Varios lipohexasacaridos como &cidos glicosidicos han sido aislados de diferentes
especies de Ipomoea. Asi, el acido lonchofilico fue obtenido de la hidrolisis alcalina del
extracto soluble en metanol de Ipomoea lonchophylla. Este heterohexasacérido esta
formado por dos unidades de p-glucosa, una de p-fucosa, dos unidades de p-quinovosa y
una unidad de r-ramnosa. El &cido 3,11-dihidroxitetradecanoico (&cido ipurolico) fue

identificado como la aglicona enlazada a este nicleo oligosacérido (Figura 15).%

CH
o)
mmH
Ho%/
H
HO o 0
HO HO
HO OH
CHj o O
HO
HO o
OH HO

Figura 15. Estructura del acido lonchofilico
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Los 4cidos operculinico® y operculinico H** fueron obtenidos de la saponificacion
de la fraccion insoluble en éter del extracto metandlico de Ipomoea operculata. Estos
acidos se caracterizan por contener cuatro unidades de p-glucosa, dos unidades de r-
ramnosa y el acido 3,12-dihidroxihexadecanoico como la aglicona que une a estos
glucoramnohexasacaridos. La diferencia entre el acido operculinico y el acido operculinico
H se encuentra en las uniones de glicosidacion de los monosacaridos en cada nucleo

oligosacarido (Figura 16).

HO\ o HoHO Q
HO o 0
HO fumH

OH o}
HaC
HO 2
o
oy HO
HO HO
Hoﬂ/o 7=
<. ;. HO HO
Acido operculinico OH
HsC7~0 HOOC
HO
HO  on

W
(CH3)3CH3

Acido operculinico H

HO HO

Figura 16. Estructura del acido operculinico y operculinico H
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Los &cidos farbiticos B y D se obtuvieron del producto de la hidrolisis alcalina de
las resinas glicosidicas insolubles en éter de las semillas de Ipomoea nil (Pharbitis nil).
Estos acidos glicosidicos contienen dos unidades de p-glucosa, tres unidades de r-ramnosa
y una unidad de p-quinovosa. La Unica diferencia entre estos dos acidos radica en el tipo de
aglicona que se encuentra unida al nucleo, asi, el acido 3,11-dihidroxihexadecanoico se
encontrd en el &cido farbitico B y el &cido 3,11-dihidroxitetradecanoico (&cido ipurdlico)

para el 4cido farbitico D***® (Figura 17).

OH OH
OH
CHs
/&/o (CHz)INCHg
O
M
CH
10 HsC 0
(0]
OH HO OH

A. farbitico N
B 4
D 2

HO
(0]

HsC 0
HO
HO

OH

Figura 17. Estructura de los Acidos farbiticos Ay B

Del extracto metandlico de la raiz de jalapa (Ipomoea purga) fueron aislados los
acidos purgicos A y B. Estos dos heterohexasacaridos no lineales se componen de dos
unidades de p-glucosa, dos de p-quinovosa, una de p-fucosa y una de L-ramnosa. Estos dos
acidos se diferencian en el tipo de aglicona que se encuentra unida a los nucleos
oligosacaridos, identificandose el acido tetradecanoico en el &cido puargico A y el acido

hexadecanoico en el 4cido purgico B (Figura 18).

26



Antecedentes

Q
Homo (CH2)NCH4

i

A.puargico N
o A 2
HO B 4

Figura 18. Estructura de los Acidos purgicos Ay B

Recientemente, se describio el aislamiento de glicésidos acilados constituidos por
seis unidades de azucar a partir de las resinas glicosidicas insolubles en éter de las semillas
de Pharbitis nil (Pharbitis semen). Los compuestos fueron aislados mediante un
tratamiento de la fraccion rica en resinas glicosidicas con cloruro de indio (lIl), para la
obtencion de los &cidos glicosidicos metilados y acilados por los acidos nilico y 2S-
metilbutanoico. El acido 3,11-dihidroxitetradecanoico fue la aglicona que se encontro6 en la
mayoria de estos compuestos y, de esta forma, la diversidad estructural de estos
glicolipidos resulta de las variaciones en el tipo y la posicion de los sustituyentes acilo en el
ntcleo oligosacarido (Figura 19).%
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ch R?
8
CH o Q
R70 (e HsC7~0
RO O
8 5
OR RO Lo
R20
R! R? R® R* R® R® R’ R®
PM-1 H CHs H mba H Ram” nla-nla¥ H
PM-2 H CHs H H mba Ram” nla-nla’ H
PM-3 CHs CHs H H mba Ram” nla-nla® H
PM-4 H CH; nla’’ mba H Ram” nla-nla¥ H
PM-5 H CHs nla’’ H mba Ram” nla-nla? H
PM-6 H CHs nla-nla’ mba H H H H
PM-7 H CHs nla-nla’ H mba H H H

Figura 19. Estructura de los hexasacaridos PM-1-PM-7

2.3.2.13 Dimeros tipo-éster

La merremina fue el primer ejemplo de esta clase de glicolipidos y se aisl6 del
extracto metanodlico de las raices de Merremia hungaiensis. Este dimero consiste de dos
unidades de acido operculinico A correspondientes a la unidad oligosacarida macrociclica
(unidad A) y al residuo glicosidico esterificante (unidad B). En la unidad A se identifico al
enlace de la macrolactona en la posicion C, de la primera unidad de r-ramnosa y, en la
unidad B se identificd a la aglicona que enlaza las dos unidades monoméricas en la

posiciébn Cg de la glucosa terminal. En ambas unidades, se identifico al acido n-
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hexadecanoico en la posicion C4 de la ramnosa terminal y, al acido n-dodecanoico en la

posicién C, de la segunda unidad de ramnosa (Figura 20).*°

Figura 20. Estructura de la Merremina

Las tricolorinas H-J son dimeros de trisacaridos que se encontraron formando parte
de las fracciones polares de Ipomoea tricolor (Ipomoea violacea). Las tricolorinas 1y J son
dimeros del &cido tricolérico C. Cada unidad glicosidica esta formada por una unidad de p-
fucosa, una unidad de p-glucosa y una unidad de p-quinovosa. La aglicona que une las dos
unidades oligoméricas en la tricolorina | se encuentra en el C; de la unidad de glucosa,
mientras que en la tricolorina J se encontro en la posicion Cg de la unidad oligosacarida

macrociclica.

La diferencia que existe entre la tricolorina H y las tricolorinas | y J es la presencia

de una unidad de L-ramnosa en lugar de una unidad de p-quinovosa. El enlace éster que une
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las dos unidades trisacaridas se identifico en la posicion Cs de la unidad de glucosa para la
tricolorina H. En todas las tricolorinas H-J, el enlace para la formacion de la lactona se
identific en la posicién C, de la unidad monosacarida terminal (Figura 21).>°

OH
o}
HO 0
HO
HO Q o
HO
HO Q e}
HO
OH
Tricolorina H
OH
0
HO 0
HO
HO O o
HO
HO o
HO
OH

Tricolorina |
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Tricolorina J

Figura 21. Estructura de las tricolorinas H-J

Las batatinas I-1V fueron aisladas del extracto soluble en hexano del camote blanco
de Ipomoea batatas, entre las cuales, las batatinas I-11 (Figura 22), se identificaron como
dimeros tipo éster de pentasacaridos, donde el nucleo de cada unidad monomérica de estos
glicolipidos corresponde al acido simonico B (una unidad de p-fucosa y cuatro unidades de
L-ramnosa). El enlace de la lactona de la aglicona (acido jalapindlico) se identifico en la
posicion Cs de la segunda unidad monosacarida (ram) y el enlace éster de la aglicona que se
encuentra uniendo las dos unidades monoméricas se establecio en la posicion Cs de la
ramnosa terminal. Variaciones en el tipo de grupos que se encuentran acilando el nucleo
han sido encontradas en las posiciones C, de la tercera unidad monosacérida (ram’) y, en
Cy, Cs y C4 de una de las ramnosas terminales (ram”).%” Por otra parte, las batatinas 111-1V
(Figura 23) se identificaron como dimeros tipo éster de tetrasacaridos derivados del acido
operculinico C (una unidad de p-fucosa y tres unidades de r-ramnosa). El sitio de
macrolactonizacion se encontro en la misma posicion de las batatinas I-11 (ram). Sin
embargo, el enlace éster que une las dos unidades oligoméricas se encontro en la posicion

Cs de la tercera unidad monosacérida (ram’).
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Batatina R! R?
| CA H
1 H CA

Batatina R' R* R® R* R R®
i H H deca dodeca H deca
v H H deca deca H dodeca

Figura 23. Estructura de las batatinas 111-1V

32



Antecedentes
|

Las tyriantinas A y B, fueron aisladas de Ipomoea tyrianthina. Estos dos
glicolipidos fueron identificados como heterodimeros de tetrasacaridos, donde cada unidad
se deriva del &cido escaménico A, como el nucleo oligosacarido (dos unidades de b-
quinovosa, una unidad de p-glucosa y una unidad de r-ramnosa). En estos glicolipidos, el
enlace de la macrolactona se encontré en la posicion Cs de la tercera unidad monosacérida
(ram), y el enlace éster que une las dos unidades monoméricas se identificé en el C4 de la
quinovosa terminal. La diferencia entre estos dos glicolipidos se encuentra en la unidad B
del dimero, especificamente en el tipo y posicion de los sustituyentes, los acidos 2-metil-3-
hidroxibutanoico (niloil), 2-metilbutanoico y el butanoico en las posiciones C, de la unidad

de ramnosa y C,4 de la quinovosa terminal (Figura 24).%

Tyriantina R! R?
A nla mba
B H bu

Figura 24. Estructura de las tyriantinas A-B
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

3.1.1 Establecer la composicion quimica de las resinas glicosidicas de la especie medicinal
Ipomoea purga a traves de la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), la

resonancia magnética nuclear y la espectrometria de masas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Llevar a cabo la extraccion con cloroformo de las partes aéreas de I. purga para el

aislamiento de las resinas glicosidicas menos polares.

3.2.2 Realizar el fraccionamiento del extracto cloroférmico mediante la cromatografia en

columna abierta para la obtencion de las fracciones ricas en resinas glicosidicas.

3.2.3 ldentificar el &cido glicosidico mayoritario presente en las fracciones de resinas
glicosidicas mediante la hidrolisis alcalina para conocer el nucleo oligosacéarido

constitutivo de los glicolipidos individuales.

3.2.4 Establecer las condiciones instrumentales en la cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE) a nivel analitico y preparativo, para lograr la separacion de las
mezclas complejas de resinas glicosidicas presentes en las fracciones obtenidas de

las partes aéreas de Ipomoea purga.

3.2.  Determinar las estructuras moleculares de los constituyentes individuales presentes
en las fracciones cloroférmicas de las partes aéreas de Ipomoea purga mediante
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas, con el objetivo de ampliar

el conocimiento de la diversidad estructural de estos metabolitos.
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4. HIPOTESIS

Debido a que los acidos hexaglicosidicos, acido purgico A y B, fueron obtenidos de
la hidrdlisis alcalina de las fracciones metanolicas de la raiz de Ipomoea purga, los
componentes biodinamicos de esta especie estan constituidos por resinas glicosidicas,
cuyos glicolipidos individuales estan formados por un ndcleo oligosacarido que contiene el
acido (11S)-hidroxitetradecanoico o el acido (11S)-hidroxihexadecanoico. Por lo tanto, su
alta polaridad puede ser una consecuencia de su naturaleza polimérica en forma de ésteres
interglicosidicos (e.g., dimeros). De esta forma, las resinas de la raiz de jalapa representan
mezclas complejas de constituyentes poliméricos que s6lo podran purificarse mediante el

empleo de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Procedimientos cromatograficos

Los glicolipidos de la especie en estudio se aislaron y purificaron a través de dos
técnicas cromatograficas, la cromatografia en columna abierta y la cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE).

La primera técnica se empled para lograr el fraccionamiento primario del extracto
cloroférmico de las partes aéreas y la raiz, asi, se emple6 gel de silice 60 Merck (70-230
mesh) como fase estacionaria y como fase madvil se emplearon hexano, cloroformo, acetona
y metanol preparados en diferentes proporciones para garantizar el aumento en la polaridad.
Las fracciones se reunieron por homogeneidad, una vez analizadas por cromatografia en
capa fina, empleandose cromatoplacas de gel de silice 60 F254 sobre aluminio reveladas
con una mezcla de H,SO4-sulfato cérico como agente cromdgeno y calentadas sobre una

parrilla a una temperatura de 80 °C.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) fue empleada para lograr la
resolucion de los constituyentes individuales presentes en la fracciones enriquecidas de
resinas glicosidicas. Inicialmente, se estudiaron las condiciones a nivel analitico para elegir
la mejor condicién que permitiera una mayor definicion de los picos, asi, se emplearon
diversas fases estacionarias: silicaoctadecilo y silicaaminopropilmetilo y como fase movil
acetonitrilo, metanol y agua usados en diferentes proporciones. Las separaciones se
realizaron de manera isocréatica. Posteriormente, se extrapolaron las condiciones analiticas a
nivel preparativo para lograr cantidades suficientes de los constituyentes individuales para

la caracterizacion espectrométrica y espectroscopica.
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5.2 Determinacién de las constantes fisicas

El equipo de cromatografia de alta eficiencia usado para la separacion de los
glicolipidos consistié de un modelo marca Waters compuesto de un sistema de liberacion
de disolventes 600 E, equipado con un detector de indice de refraccion modelo 410
integrado a un equipo de computo (OptiPlex 466/Le, Dell). Adicionalmente, el equipo
cuenta con una valvula para lograr la recirculacion de la muestra y el disolvente en linea. El
control del equipo, la adquisicion y el procesamiento de la informacion cromatogréafica
fueron llevados a cabo por el software Empower 2 (Waters) (LAB 123, EDIFICIO E,
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM).

Los andlisis por cromatografia de gases-masas (CG-MS) para la identificacion de
los &cidos organicos obtenidos por hidrolisis alcalina de las fracciones se llevaron a cabo en
un equipo Thermo-Electron acoplado a un espectrometro Thermo-Electron, usdndose una
columna (5 % fenil)-metilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm, 0.1 pm) como fase estacionaria y
He como fase movil, a una velocidad lineal de 30 cm/s (USAIl, FACULTAD DE
QUIMICA, UNAM).

Los experimentos por resonancia magnética nuclear de hidrégeno (*H) y carbono
(**C) fueron registrados en equipos Varian Innova operando a una frecuencia de 500 MHz
para *H y 125 MHz para **C (INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM). Las muestras fueron
registradas con piridina deuterada (CsDsN) y los desplazamientos quimicos (J) se
expresaron en ppm. Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns
sin correccion. Las rotaciones opticas fueron medidas con un polarimetro modelo Perkin-
Elmer 341, utilizdndose metanol como disolvente. Los espectros de masas de baja
resolucion y alta resolucion fueron registrados en un aparato JEOL SXIO mediante el
método de ionizacion por bombardeo con atomos acelerados (EM-FAB) en el modo
negativo sobre una matriz de trietanolamina (USAI, FACULTAD DE QUIMICA, UNAM).

Los espectros de masas de alta resolucion mediante el método de ionizacién por
electrospray para la identificacion de las muestras con pesos moleculares mayores a 2000
daltons, fueron registrados en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo-cuadrupolo
modelo Bruker MicrOTOF-Q (BIOCENTRO, UNIVERSITY OF READING, REINO

L]
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UNIDO). Las muestras fueron disueltas en metanol grado HPLC (0.4 mg/mL) e inyectadas
directamente a la fuente de electrospray a una velocidad de flujo de 180 pL/h, usandose
nitrdgeno como el gas acarreador. Los espectros de masas fueron adquiridos en un rango de
50 a 3500 Da. Las muestras fueron procesadas usando un software Bruker para anélisis de

datos.

5.3 Material vegetal

Las partes aéreas de Ipomoea purga fueron colectadas en la region de Coxmatla
localizada en el Municipio de Xico (Veracruz-Mexico) en Noviembre del afio 2008. La
identificacion del material vegetal fue realizada por el botanico Alberto Linajes y un
ejemplar fue depositado en el herbario del Instituto de Ecologia, Xalapa, Veracruz-México
(J. Castafieda y R. Pereda). Adicionalmente, se archivaron ejemplares en el Departamento
de Farmacia de la facultad de Quimica, UNAM (RP-05-XAL) y en el Herbario Nacional
del Instituto de Biologia, UNAM (MEXU 425654) y comparados con muestras
previamente depositadas en el Herbario del Instituto de Ecologia, A.C. (Ortega 1488; XAL
ID-177366; Martinez-Vasquez 863; XAL 1D-94389).

La raiz de Jalapa analizada consistio de 10 Kg de tubérculos frescos colectados en el
municipio de Xico, Veracruz. La identificacion del material fue realizada por los Bi6logos
Alberto Linajes y el Dr. Victor Rios. Un ejemplar se deposit6 en el Herbario del Instituto de
Ecologia, A.C. (Ortega 475, XAL).

Muestras sélidas comerciales de I. purga (R. Bye 26909) fueron obtenidas de los

laboratorios Mixim, S.A. de C.V. México.

5.3.1 Obtencion de los extractos del material vegetal de Ipomoea purga

Las partes aéreas se secaron a temperatura ambiente y las raices se secaron al horno

a una temperatura de 40 °C durante una noche. El material vegetal seco y pulverizado fue
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sometido a una maceracion exhaustiva preliminar con cloroformo y despues con metanol.
Al término de cada una de las extracciones, las soluciones se filtraron y se concentraron a

sequedad a presion reducida (Cuadro 1).

Cuadro 1. Peso de los extractos obtenidos

EXTRACTO Partes Rizomas Muestra
aereas comercial
(Raiz)
Cloroférmico 2159 6.23 g 444
Metandlico 8.0g 183 g 169 g

Para la obtencion de las resinas glicosidicas de las partes aéreas de Ipomoea purga
solo se utilizé el extracto soluble en cloroformo y para el estudio fitoquimico de los

rizomas y la muestra comercial de raiz de jalapa se utilizaron los extractos cloroférmicos.

5.4 Fraccionamiento primario del extracto CHCI3 de las partes aéreas de Ipomoea
purga

Se llevé a cabo el fraccionamiento de 20 g de extracto a través de la cromatografia
en columna abierta. La columna se empac6 con 380 g de gel de silice y la muestra se eluyo
inicialmente utilizando las mezclas de disolventes mencionadas en el cuadro 2. Primero se
inicid la elucién con hexano obteniéndose 10 eluatos de 200 mL cada uno. Posteriormente,
se incrementd la polaridad preparandose los sistemas hexano-CHCIl;, CHCI3-Me,CO y
Me,CO-MeOH en diferentes proporciones. Se colectaron 89 eluatos de 100 a 200 mL.
Cada fraccion se analizd mediante cromatografia en capa fina, aquellas que resultaron con
patrones similares se reagruparon en 20 fracciones (I-XX), dentro de las cuales las

fracciones IX y XII presentaron resinas glicosidicas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Fraccionamiento primario del extracto CHCI3 de las partes aéreas de
Ipomoea purga

Eluato Disolvente Proporcién Eluatos Clave Peso (mg)
% reunidos
1-10 Hexano 100 3 | 1023.7
11-20 Hexano-CHCl; 1:1 4 I 3394
21-27 Hexano-CHCl; 2:8 5 Il 242.1
28-39 Hex-CHClI;- Acetona 1:43:23 6-10 v 20
40-60 Acetona 100 11-14 \% 340.6
61-78 Acetona-MeOH 8:2 15-19 VI 670.8
79-89 Metanol 100 20-26 VII 367.5
27-29 VIl 4213.9
30-32 IX 4824.8
33-41 X 682.6
42 Xl 40
43-46 X1l 2269.4
47-56 X1 550.2
57-61 XV 23.1
62-63 XV 66.3
64-73 XVI 1848.7
74-76 XVII 81.9
77-79 XVIII 23.1
80-82 XIX 863
83-89 XX 68

5.5 Preparacion de derivados de la Fraccion Xl

5.5.1 Obtencion del acido glicosidico mayoritario mediante hidrdlisis alcalina

A 253 mg de la fraccion XII se adicionaron 6.5 mL de KOH al 5%, luego, la
mezcla se sometié a un calentamiento a reflujo a 95 °C por 3 horas. Posteriormente la

mezcla se acidulo con HCI 4N hasta un pH de 5.0 y se extrajo con cloroformo (2 x 20 mL)
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y acetato de etilo (2 x 20 mL). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con agua
destilada, luego la fase organica se seco con Na SO, y se concentrd a presion reducida. La
fase organica proporcion6 una mezcla de &cidos grasos la cual fue analizada por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Después, la fase acuosa se
extrajo con n-butanol (2 x 20 mL), la fase organica se secd con Na,SO, y se evapord a
vacio para proporcionar 116 mg de un residuo solido, el cual fue analizado por
espectrometria de masas por bombardeo con atomos acelerados (EM-FAB) en el modo

negativo. Adicionalmente, este residuo se sometio a una reaccion de acetilacion.

5.5.2 Preparacion del acido glicosidico peracetilado

El producto de hidrdlisis alcalina de la fraccion XII se sometid a una reaccién de
acetilacion. Por lo tanto, a 54 mg de la mezcla de acidos glicosidicos (XII-OH) se
adicionaron 1.75 mL de anhidrido acético y 0.97 mL de piridina (1.8:1.0). La mezcla de
reaccion permanecié en agitacion por 48 horas, la cual fue monitoreada por cromatografia
en capa fina. En seguida, se adicionaron 10 mL de agua fria. Luego, se realizd una
extraccion con acetato de etilo (3 x 10 mL). Posteriormente, La fase organica se tratd con
una solucién de &cido clorhidrico (0.1 N, 2 x 20 mL), seguido de un tratamiento alcalino
con una solucidn de bicarbonato de sodio (NaHCOs, 1 x 20 mL). Adicionalmente, la fase
organica se lavo con agua (2 x 20 mL), se sec6 con Na,SO, anhidro y se concentrd a
presion reducida para obtener 46.2 mg de producto peracetilado (X1I-OHA). Finalmente,
este producto acetilado se sometié a una reaccion de alquilacion con diazometano para

obtener el derivado peracetilado-metilado (X1I-OHAM).

5.5.3 Preparacion del diazometano

5 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald) en 45 mL de éter fueron
adicionados lentamente a una solucion de 5 g de KOH, 8 mL de agua y 10 mL de etanol (95

%). La mezcla de reaccion permanecié en agitacion y con calentamiento a 60 °C. A medida
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que se adicionaba la diazald se generaba el diazometano mediante destilacion, colectado

mediante enfriamiento.

5.5.4 Preparacion del derivado acetilado-metilado

41.5 mg del derivado acetilado (XII-OHA) fueron disueltos en 10 mL de metanol,
luego se adicion6 gota a gota un exceso de la solucion etérea de diazometano. El agente
alquilante se adicion0 hasta que ceso la emision del gas nitrégeno en la mezcla de reaccion.
Adicionalmente, la reaccion se monitore6 por cromatografia en capa fina. Finalmente el
disolvente se elimind mediante rotaevaporacion, obteniéndose 44.7 mg de un sélido de
color amarillo (X1I-OHAM).

5.5.5 Purificacion del derivado acetilado-metilado del &cido glicosidico mayoritario
mediante CLAE

Para lograr la purificacion del acido glicosidico peracetilado-metilado mayoritario
presente en la fraccion XIllI se hizo uso de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia, de
tal manera que fue necesario encontrar las condiciones a nivel analitico y preparativo
(Figura 25), que permitieran la obtencion del producto a través de las técnicas de corte de
nacleo y reciclaje (Figura 26) y en cantidades suficientes para su identificacion

espectroscopica por RMN y espectrometria de masas.

5.5.5.1 Condiciones por CLAE a nivel analitico:

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (Cig) (4.6 mm de didmetro interno
X 250 mm de longitud, 5 um tamafio de particula, Waters)

Fase movil: Acetonitrilo-Agua (95:5)

Flujo: 0.4 mL/min
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Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 10 pL
Concentracion de la muestra: 2 mg/100 pL
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocratico

Para extrapolar la condicion de flujo de nivel analitico a nivel preparativo, se hizo uso de la

siguiente férmula:
Fp = Fa x (Lp/La) x (dp)?/ (da)?

Fp: Flujo a nivel preparativo; Fa: Flujo a nivel analitico; Lp: Longitud de la columna
preparativa; La: Longitud de la columna analitica; dp: diametro interno de la preparativa,

da: diametro interno de la analitica.

5.5.5.2 Condiciones por CLAE a nivel preparativo:

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (Cig) (19 mm de diametro interno

x 300 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, Waters)
Fase mavil: Acetonitrilo-Agua (95:5)

Flujo: 8.0 mL/min

Detector: Indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 500 pL

Concentracién de la muestra: 40 mg/500uL
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocratico
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Figura 25. Cromatograma a nivel preparativo del peracetato del &cido glicosidico
metilado mayoritario
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Figura 26. Purificacion del derivado como el peracetato-metilado del acido glicosidico
mayoritario mediante “rasurado de pico” y “reciclaje”

5.5.6 Identificacion del derivado acetilado-metilado del acido glicosidico mayoritario

Acido operculinico A peracetilado-metilado (1): Solido amorfo blanco; mp 83 -
85 'C; [a]o= -40 (c 0.14, MeOH), RMN *H y **C (cuadro 6); MALDIMS (modo positivo):
m/z [M + Na]+ 1559 (C71H108036Na).
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5.5.7 Preparacion y purificacion de los acidos operculinicos A y B metilados

10 mg de la mezcla de acidos glicosidicos obtenidos de la hidrdlisis de la fraccion
XII se diolvieron en 3 mL de metanol, luego se adiciond gota a gota una solucion etérea de
diazometano. El avance de la reaccion se monitore6 por cromatografia en capa fina.
Posteriormente, el disolvente se elimind mediante rotaevaporacion, obteniéndose 12 mg de
producto. Este producto crudo se sometio a analisis mediante cromatografia de liquidos
para su purificacion por la técnica de corte de nucleo (columna symmetry silicaoctadecilo
Cis, MeOH-H,O 7:3, flujo: 0.4 mL/min). Los bajos rendimientos obtenidos para las
muestras correspondientes al pico mayoritario (tg = 39 min) y uno de los picos minoritarios
(tr = 25 min) limitaron su caracterizacion Unicamente al empleo de la espectrometria de
masas MALDI (modo positivo). El registro de los iones pseudomoleculares permitio
identificar al éster metilico del acido operculinico A (2) (m/z [M]" 1032, C47Hg4O22), Y al
éster metilico del acido operculinico B (3) (m/z [M]" 1048, C47Hg4O2s5).

5.6 Purificacidn de los constituyentes individuales de la fraccién XII mediante CLAE

La fraccion XIlI, se tratd previamente con carbon activado para la eliminacion de los
residuos pigmentados, luego esta fraccion fue sometida a un anélisis preliminar en
cromatografia liquida de alta eficiencia y establecer las condiciones instrumentales que
permitieran la separacion de los glicolipidos individuales. Inicialmente se estudiaron las
condiciones a nivel analitico usandose columnas analiticas de fase reversa (Symmetry Cjs,
4.6 mm x 250 mm, 5 um, Waters) con un sistema de deteccion de indice de refraccion y a
un flujo de 0.5 mL/min. Cada fase evaluada se limpio de impurezas solidas mediante
filtracion por un filtro Millipore conectado al vacio, empleando una membrana de
polipropileno hidrofilico de 0.45 pum. Luego, la fase movil fue desgasificada mediante
sonicado y por desplazamiento del aire con helio a una velocidad de 10 mL/min durante 15

minutos.
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Cada muestra de prueba se disolvié en metanol-tetrahidrofurano (9:1) y se filtré a
través de Acrodiscos GHP, provistos de una membrana de polipropileno hidrofilico de 0.2

pm (PALL Gelman Laboratory).

El mejor sistema cromatogréafico que permitio la maxima resolucion de los picos de
la muestra problema consistié en una columna analitica C1g y una fase mévil de MeOH.
Para la obtencidn de cantidades suficientes de cada uno de los constituyentes se hizo uso de
CLAE a nivel preparativo a partir de las condiciones encontradas a nivel analitico. Las
condiciones que reprodujeron la resolucion de los picos de nivel analitico a nivel

preparativo fueron con una columna preparativa Cig (19 x 300 mm, 7 pm). Mediante la

2 [13

aplicacion de las técnicas de “sobrecarga de columna”, “rasurado de pico” o “corte de

nucleo” se logro la purificacion completa de los purgindsidos y las purginas.

5.6.1 Condiciones por CLAE a nivel analitico:

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (Cyg) (4.6 mm de didmetro interno

x 250 mm de longitud, 5 um tamafio de particula, Waters)
Fase movil: MeOH

Flujo: 0.4 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 10 pL

Concentracién de la muestra: 2 mg/100 pL
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocratico

Para extrapolar la condicion de flujo de nivel analitico a nivel preparativo, se hizo uso de la

formula mostrada en el punto 5.5.5.1

5.6.2 Condiciones por CLAE a nivel preparativo:
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Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo C1g (19 mm de diametro interno x

300 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, Waters)
Fase movil: MeOH

Flujo: 8.0 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 500 pL

Concentracion de la muestra: 50 mg/500uL
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucion: Isocratico

5.6.3 Obtencion de los purgindsidos I-1V y las purginas I-111

La fraccion XIl fue analizada mediante CLAE en condiciones analiticas y
preparativas para lograr su fraccionamiento. Las condiciones analiticas mostradas en el
punto 5.5.5.1 permitieron la obtencion de 8 picos resueltos con tiempos de retencion A: tg
14.09 min, B: tg 15.36 min, C: tg 16.7 min, D: tg 18.3 min, E: tg 19.21 min, F: tg 21.77 min,
G: tr 23.97 min y H: tr 26.17 min. Estos picos se reprodujeron cuando se realizo el analisis
a nivel preparativo, a excepcion de los picos D y E, los cuales coeluyeron en un solo pico.
Los picos generados a nivel preparativo correspondieron a los siguientes tiempos de
retencion: A: tg 16.6 min, B: tg 18.2 min, C: tg 19.9 min, D: tg 22 min, E: tg 26.6 min, F: tg
29.4 min, G: tg 32.5 min. Cada pico fue colectado utilizdndose la técnica de corte de
nacleo, para obtener 8 muestras de menor complejidad. El pico A (IPA-Purg-1), fue de
nueva cuenta reinyectado obteniéndose dos picos. El pico mayoritario fue purificado
mediante la técnica de “rasurado de pico”, seguida del reciclaje del mismo a través de la
columna hasta 15 ciclos para obtener la maxima resolucién que garantizé una pureza del

99%. Este pico correspondio al compuesto nombrado como purgina Il (tg 16.6 min, 13

mag).

.|
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De la misma manera, se purificaron cada uno de los picos restantes, utilizandose de
10 a 15 ciclos. Asi, del pico B (IPA-Purg I1), se obtuvieron tres picos, dentro de los cuales,
el pico mayoritario correspondio a la purgina 11 (tg 17.7 min, 19 mg). Del pico C (IPA-
Purg-111), se obtuvieron 4 picos, dentro de los cuales, el pico mayoritario correspondio al

compuesto nombrado como purgindsido I (tg 19.8 min, 13 mg).

La reinyeccion del pico D (IPA-Purg-1V), produjo tres picos, dentro de los cuales
el pico mayoritario fue reciclado. A medida que el pico D mayoritario se reciclaba, se
generaba un segundo pico mayoritario mas retenido (D;, IPA-Purg-V), el cual fue cortado
y reinyectado separadamente para ser purificado a traves de la técnica de reciclaje. Estos
dos picos mayoritarios generaron los purginosidos 11y 11 (tg 21.9 min, 9 mg; tg 23 min, 9
mg). Adicionalmente, el pico minoritario de D (D,) mas retenido fue reinyectado y
reciclado, de esta manera se obtuvo el purgindsido 1V (tzg 19 min, 10.3 mg).

Para la purificacion del pico E, se decidié aumentar el flujo hasta 9 mL/min, de esta
manera, tres picos minoritarios fueron obtenidos, adicionales al pico mayoritario de E
(IPA-Purg-VI). La técnica de rasurado de pico y reciclaje durante 15 ciclos del pico
mayoritario permitio la obtencion del compuesto nombrado como purgina | (tg 23.7 min,
20 mg)

Purginédsido | (4): Sélido amorfo blanco; p.f 133-135 “C: [osss —16, [at]s7s —16, [0]sas —18,
[oaze —26, [a)36s —33 (¢ 0.2, MeOH); RMN 'H y **C (Cuadros 7 y 8); FABMS (modo
negativo): m/z 1367 [M — H], 1237 [M — H — CgH¢O (cinamoil ester)], 1083 [1237 —
C10H180 (decanoil ester )], 853 [1083 — CsHgO ((2S)-2-metilbutanoil ester) — CgH1004
(metilpentosa)] , 691 [853 — C¢H100s (hexosa)] , 545 [691 — CgH1904 (Metilpentosa)], 417
[545 + H,0 — CgH1004 (metilpentosa)], 271 [417 — CeH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS
m/z 1367.7021 [M — H] (calculada para C7oH111026 requiere 1367.7358).

Purginésido 11 (5): Sélido amorfo blanco; p.f. 135-137 "C; [a]sss —16, [0]s7s —16, [ot]sas —
18, [0t]azs —29, [at)36s —41 (¢ 0.1, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 7 y 8); FABMS (modo
negativo): m/z 1381 [M — H], 1251 [M — H — CgHgO (cinamoil ester)], 1097 [1251 —
CioH180 (decanoil ester)], 853 [1097 — CgHi0O (hexanoil ester) — CgH10O4
(metilpentosa)] -, 691 [853 — CgH100s (hexosa)], 545 [691 — CgH1004 (metilpentosa)] -, 417
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[545 + H,0 — CgH1004 (metilpentosa)]f, 271 [417 — CgH1004 (metilpentosa)]f; HRFABMS
m/z 1381.7339 [M — H] (calculada para C71H113026 requiere 1381.7515).

Purgindsido 111 (6): Sélido amorfo blanco; p.f. 136-138 “C: [osgs —21.5, [o]s7g —22, [ s46
25, [ot)azs —42, [0)36s —63.5 (C 0.2, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 7 y 8); FABMS
(modo negativo): m/z 1381 [M — H] ", 1251 [M — H — CgHgO (cinamoil ester)], 1097 [1251
— CyoH1g0 (decanoil ester)], 853 [1097 — CgH10O (hexanoil ester) — CgHioOs
(metilpentosa)] , 691 [853 — C¢H100s (hexosa)], 545 [691 — CgH100,4 (metilpentosa)] -, 417
[545 + H,0 — CgH1004 (metilpentosa)], 271 [417 — CeH1004 (metilpentosa)] ; HRFABMS
m/z 1381.7345 [M — H] ™ (calculada para C71H1130,6 requiere 1381.7515).

Purginoésido 1V (7) Sélido amorfo blanco; p.f. 130-132 ‘C: [0]sge —16.6, [0t]s78 —20.0, [o]s4e
—23.3, [0t]azs —33.3, [0l]aes —46.6 (¢ 0.03, MeOH); RMN *H y *C (Cuadros 7 y 8); FABMS
(modo negativo): m/z 1251 [M — H], 1097 [1251 — C10H150 (decanoil ester)] ", 853 [1097 —
CeH100 (hexanoil ester) — CgH100,4 (metilpentosa)], 545 [853 — CgH100s (hexosa)] —
CeH1004 (metilpentosa)], 417 [545 + H,O — C¢H10O4 (metilpentosa)], 271 [417 — CgH1004
(metilpentosa)] , HRFABMS m/z 1250.6970 [M — H] (calculada para CgH107025 requiere
1251.7101).

Purgina | (8): Sélido amorfo blanco; p.f. 128 — 130 °C; [at]sgs —16, [at]s7s —17, [at]s46 —19,
[odazs —29, [oses —38 (¢ 0.14, MeOH); RMN 'H y *C (Cuadro 9); HRESIMS (modo
negativo): m/z 2828.5374 [M + CI] (calculada para C;44H23,05,Cl requiere 2828.5208, 6 =
+5.87 ppm), m/z 1395.7767 [M/2 — H] (calculada para C7,H115026 requiere 1395.7676).

Purgina I1 (9): Sélido amorfo blanco; mp 128 - 130 'C; [a]o= -58 (¢ 0.2, MeOH), RMN *H
y *C (Cuadro 10); HRESIMS (modo negativo): m/z [M + CI]" 2804.4567 (calculada para
C140H224054Cl requiere 2804.4480)

Purgina 111 (10): Sélido amorfo blanco; mp 126 — 128 °C; [a]p= -89 (¢ 0.2, MeOH), RMN
'H y 3C (Cuadro 11); HRESIMS (modo negativo) m/z [M + CI] 2832.4783 (calculada para
C142H228054C| requiere 28324793)
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5.7 Fraccionamiento Primario del extracto cloroférmico de la raiz de jalapa (muestra
comercial)

Para el extracto cloroférmico de la muestra comercial de la raiz de jalapa, se
generaron 141 fracciones que fueron combinadas en 15 fracciones I-XV a traves del
fraccionamiento primario, conteniendo seis de estas (VII, VIII, IX, X, X1y XII) mezclas de
glicolipidos. Las fracciones VII, VIl 'y IX fueron combinadas (IPC-1, 52 mg) al igual que
las fracciones X, X1y XII (IPC-11, ~ 300 mg) (Cuadro 3). Las condiciones instrumentales
a nivel analitico que permitieron lograr una adecuada resolucién de las resinas glicosidicas
de la muestra IPC-II (Picos A-H, tr = 7.13, 8.38, 9.05, 9.54, 11.7, 12.5, 13.9, 17.4) fueron:
Columna de siliceaminopropilmetilo con sistemas de deteccion en el UV (254 nm) e indice
de refraccidn, flujos de elucion de 0.5 mL, CH3CN-MeOH (85:15). La purificacion de cada
uno de los constituyentes a nivel preparativo no fue posible debido a la poca cantidad
obtenida de la fraccion IPC-11, sumado a la complejidad de los picos en que se resuelve la

mezcla de resinas glicosidicas.
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Cuadro 3. Fraccionamiento primario del extracto cloroformico de la raiz de jalapa
(muestra comercial)

Eluato Disolvente Proporcién Combinacién Marca Peso (mg)
1-24 Hexano-CHCl; 1:1 4-13 |
25-37 CHCl; 100 % 14-27 I
38-61 CHCI; - Acetona 7:3 28-30 Il
62-71 CHCI; - Acetona 1:1 31-38 v
72-89 Acetona 100 % 39-41 \Y
90-110 Acetona-MeOH 7:3 42-48 VI
111-121 Acetona-MeOH 1:1 49-55 VIl 45.1
122-141 Metanol 100 % 56-62 VIl 3.7
63-69 IX 4.09
70-77 X 162.7
78-90 Xl 60.7
91-102 X1l 58.8
103-105 X1
106-120 XV
121-141 XV

5.7.1 Hidrdlisis alcalina del extracto cloroférmico de la raiz de jalapa (muestra
comercial)

A 100 mg del extracto se adicionaron 2.0 mL de KOH al 5%, luego, la mezcla se
sometié a un calentamiento a reflujo a 95 °C por 3 horas. Posteriormente la mezcla se
acidulé con HCI 4N hasta un pH de 5.0 y se extrajo con cloroformo (2 x 10 mL) y acetato
de etilo (2 x 10 mL). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con agua destilada,
luego la fase organica se secO con Na,SO, y se concentré a presion reducida. La fase
organica proporcion6 una mezcla de acidos grasos la cual fue analizada por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (acido 2-metilbutirico m-z [M]" 102, el &cido
n-decanoico [M]* 172, el acido n-dodecanoico [M]* 200). Después, la fase acuosa se extrajo
con n-butanol (2 x 10 mL), la fase organica se secd con Na,SO, y se evaporé a vacio para
proporcionar 80 mg de un residuo solido. Mediante el espectro de MS-FAB negativo se
logré concluir la presencia del acido pdrgico A. m/z 1151 [M-H], 1005 [1151 - 146
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(metilpentosa)]’, 843 [1005-162 (hexosa)], 697 [843-146 (metilpentosa)]’, 551 [697-146
(metilpentosa)]’, 389 [551-162 (hexosa)]".

5.8 Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico de la raiz de jalapa (muestra
colectada)

El extracto cloroférmico de la raiz de Ipomoea purga colectada fue fraccionado
mediante cromatografia de columna. Este procedimiento generd 75 fracciones que fueron
combinadas en 13 fracciones, dentro de las cuales, cuatro de estas contenian mezcla de
resinas glicosidicas (VII, VIII, X y XI) (Cuadro 4). Sin embargo, las pocas cantidades
obtenidas de cada fraccion (VII = 6 mg, VIII = 3.7 mg, X = 421 mg, XI = 267 mg),
dificultdé el procedimiento de purificacion a escala preparativa de cada uno de los
constituyentes. Cabe mencionar, que el fraccionamiento secundario de las fracciones
mayoritarias obtenidas del fraccionamiento primario (I1-1V: 4380 mg), permitieron el

aislamiento de una cumarina denominada la escopoletina.

Escopoletina: Sélido amarillo, mp 203-205 °C; UV (MeOH) A max 344.5 (0.40),
228 (0.51); MS: m/z 192; RMN *H (MeOD, 500 MHz): § 3.7 ppm (3H, s); & 6.20 ppm (1H,
d, J4-n=9.5 Hz, H-3), 6 6.77 ppm (1H, s, H-8), 6 7.1 ppm (1H, s, H-5), ¢ 7.85 ppm (1H, s,
Jii=9.0 Hz, H-4). RMN *3C (125 MHz, MeOD): § 55.3 ppm (CHs-0), § 102.5 ppm (C-8),
0 108.5 ppm (C-5), 0 111.1 ppm (C-3), 6 113 ppm (C-10), ¢ 144.6 (C-4), 6 145.6 ppm (C-
6), 0 149.9 ppm (C-9), 6 151.4 ppm (C-7), 6 162.6 ppm (C-2).

L]
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5.8.1 Hidrdlisis alcalina del extracto cloroformico de la raiz de jalapa (muestra
colectada)

A 97 mg de la fraccion se adicionaron 3.0 mL de KOH al 5%, luego, la mezcla se
sometié a un calentamiento a reflujo a 95 °C por 3 horas. Posteriormente la mezcla se
acidulé con HCI 4N hasta un pH de 5.0 y se extrajo con cloroformo (2 x 10 mL) y acetato
de etilo (2 x 10 mL). Las fases organicas se combinaron y se lavaron con agua destilada,
luego la fase organica se secd con Na,SO, y se concentrd a presion reducida. Después, la
fase acuosa se extrajo con n-butanol (2 x 10 mL), la fase organica se seco con Na;SO, y se
evapord a vacio para proporcionar 70 mg de un residuo solido. Mediante el espectro de
MS-FAB negativo se logré concluir la presencia del &cido purgico A m/z 1151 [M-H] y el
acido puargico B m/z 1179 [M-H]".

Cuadro 4. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico de la raiz de jalapa
(muestra colectada)

Eluato Disolvente Proporcién F. Combinadas Marca Peso (mg)
1-9 Hexano-CHCly 11 1-9 |

10-19 CHCl, 100 % 10-16 11

20-30 CHCl, - Acetona 7:3 17-21 " 4380

31-38 CHCl; - Acetona 11 22-23 v

39-48 Acetona 100 % 24-25 \%

49-58 Acetona-MeOH 8:2 26-30 VI

59-67 Acetona-MeOH 11 31-32 Vil 6.2

68-75 Metanol 100 % 33-36 \al 3.7
37-38 IX
39-49 X 421
50-54 Xl 267
55-59 Xl
60-75 X1
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Colecta de material vegetal y preparacion de los extractos

La seleccion del material vegetal de estudio, tanto las partes aéreas como las raices
de Ipomoea purga, se realizé siguiendo los criterios etnobotanicos y quimiotaxonémicos
que consideran a esta especie como la auténtica droga cruda del complejo de especies
medicinales de la familia de las convolvulaceas usadas en México como remedios
purgantes‘” y que se conoce popularmente con el nombre de “la raiz de jalapa”. La colecta
de material vegetal se realiz6 en la localidad de Coxmatla, Veracruz (Noviembre del 2008).
Las partes aéreas (tallos, hojas y flores) fueron separadas de las raices mediante inspeccion
visual. Los procesos de pulverizado y macerado con cloroformo de las partes aéreas

permitieron obtener 21.5 g de extracto.

6.2 Fraccionamiento del extracto cloroférmico de las partes aéreas

El extracto cloroférmico de Ipomoea purga fue fraccionado mediante cromatografia
en columna abierta sobre gel de silice, iniciando la elucion con hexano e incrementandose
la polaridad con los sistemas siguientes: hexano-CHCI;, CHCl3-Me,CO y Me,CO-MeOH.
De esta manera, se obtuvieron veinte fracciones primarias identificadas con las claves I-XX
(parte experimental inciso 5.4). La fraccion XII (previamente tratada con carb6n activado
para la remocion de los pigmentos) se sometié a un andlisis posterior mediante

cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

6.3 Identificacion de agliconas

Mediante la reaccion de hidrolisis alcalina de la fraccion XllI, se liberaron los

acidos grasos que se encuentran esterificando los nucleos oligosacaridos de las resinas
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glicosidicas intactas y que se recuperaron en una fase etérea con el objetivo de analizarlos
mediante la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas. Este analisis se
realiz6 a través de la comparacion de los patrones de fragmentacion obtenidos para cada
uno de los picos eluidos con los patrones de fragmentacion conocidos de muestras

auténticas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Identificacion de los acidos grasos mediante CG-EM

Acido Organico | tg (min) m/z

Acido isobutirico 1.12 [M]" 88 (20), 73 (28), 70 (55), 61 (100)

Acido 2- 2.0 [M]" 102 (8), 87 (2), 74 (12), 57 (100)

metilbutirico

Acido hexanoico 6.5 [M]" 116 (2), 99 (3), 87 (21), 73 (63), 60 (100), 41 (16), 39 (7)

Acido octanoico 7.0 [M]" 144 (2), 115 (8), 101 (18), 73 (75), 60 (100), 55 (28)

Acido decanoico 7.4 [M]" 172 (2), 155 (1), 143 (8), 129 (50), 115 (12), 112 (8), 87 (16), 73
(100), 60 (90), 57 (32), 55 (30)

Acido cinamico 7.7 [M]" 148 (84), 147 (100), 131 (22), 103 (42), 102 (21), 77 (28), 74 (5), 51
(12), 50 (5)

Acido dodecanoico 8.01 [M]* 200 (9), 183 (2), 171 (15), 157 (38), 143 (9), 129 (45), 115 (22), 101
(15), 85 (30), 73 (100), 60 (68), 57 (30), 55 (30)

6.4 Purificacion del acido glicosidico

Para facilitar la purificacion del acido glicosidico mayoritario se llevo a cabo la
derivatizacion del producto obtenido de la hidrélisis alcalina de la fraccién XII. Asi, se
preparé el derivado peracetilado del &cido glicosidico a través de la reaccién con anhidrido
acetico y piridina (ver inciso 5.5.2). Posteriormente, se realizo la reaccion de metilacion del
grupo carboxilo de la aglicona con diazometano. Una vez obtenido el producto peracetilado
metilado del acido glicosidico mayoritario (1), se requirié del empleo de la técnica de
cromatografia liquida a escala analitica y preparativa para su purificacion. Las condiciones
instrumentales a nivel analitico (ver inciso 5.5.5.1) permitieron determinar la complejidad
de la muestra y determinar los tiempos de retencion correspondientes a los productos
obtenidos de la hidrolisis alcalina de la fraccion XII. Las condiciones mas adecuadas fueron
extrapoladas a nivel preparativo (5.5.5.2) con el fin de separar y purificar al derivado
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mayoritario en cantidades suficientes para el analisis espectroscopico (RMN) vy
espectrométrico (MALDI-TOF). Asi en la escala preparativa (Figura 25), se generaron dos
picos minoritarios (tg = 10.13 min y 13.20 min) y un pico mayoritario (tg =11.7 min). El
pico mayoritario fue purificado a traves de las técnicas de sobrecarga de columna y corte de
nucleo, en combinacion con el rasurado y el reciclaje del pico durante 14 ciclos (Figura
26). Posteriormente, se llevd a cabo la identificacion estructural mediante resonancia
magnética nuclear y espectrometria de masas. Cabe resaltar, que en experimentos alternos
se tratd una pequefia alicuota de la mezcla de acidos glicosidicos Unicamente con
diazometano para la preparacion de los derivados metilados, los cuales fueron sometidos a
andlisis mediante cromatografia de liquidos (ver inciso 5.5.7). Los bajos rendimientos
obtenidos para las muestras limitaron su caracterizacion Unicamente al empleo de la
espectrometria de masas MALDI (modo positivo). El registro de los iones
pseudomoleculares permitid identificar al éster metilico del acido operculinico A (2) (m/z
[M]" 1032, C47Hg4024), v al éster metilico del acido operculinico B (3) (m/z [M]* 1048,
C47Hs4025) (Figura 27).
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Figura 27. Estructura quimica de los acidos operculinicos A (izquierda) y B (derecha)
metilados
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6.5 Identificacion estructural del acido glicosidico (1)

El analisis de los espectros unidimensionales (RMN *H y **C) del compuesto 1
permitio obtener informacion general acerca de la estructura del nucleo oligosacarido
constitutivo de las resinas glicosidicas. Asi, cinco sefiales de protones anoméricos fueron
observadas en la region entre oy 4.99 — 570 ppm (Figura 28) que se encuentran
correlacionando con cinco sefiales de carbono entre oc 97.8 y 100.2 ppm, confirmadas por
la técnica de correlacion heteronuclear ("Jc.s) HSQC (Figura 29). De acuerdo a los
patrones de acoplamiento observados para los protones de las unidades monosacaridas, se
logro establecer su naturaleza. Asi, la sefial desplazada a dy 4.99 ppm posee un patron de
acoplamiento como un doblete (3J4.y = 7.5 Hz) que es caracteristico de una unidad de -
fucosa.® Adicionalmente, la sefial a 5 5.22 ppm se presenta en forma de un doblete ((Jy.+ =
7.5 Hz) con el desplazamiento quimico caracteristico de una unidad de b-glucosa.
Finalmente, las sefiales centradas en oy 5.35 ppm, oy 5.50 ppm y Jy 5.70 ppm se
presentaron como singuletes anchos generados por los protones anoméricos de las unidades
de r-ramnosa. Otra caracteristica importante, fue el nimero de sefiales dobles observadas
entre oy 1.4-1.7 ppm en el espectro de RMN *H y que corresponden a los protones de los
grupos metilo de las 6-desoxihexosas. Asi, cuatro dobletes fueron observados en esta region
indicando la presencia de cuatro metilpentosas en el nicleo pentasacérido.
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Figura 28. Espectro de RMN *H del peracetato del acido glicosidico metilado
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Figura 29. Region de sefiales anoméricas del espectro HSQC del peracetato del acido
glicosidico metilado

Con el auxilio de las técnicas espectroscdpicas bidimensionales, como *H-'H COSY
y TOCSY, se logro resolver la asignacion de las sefiales para los metinos centrados entre oy
4.0-6.0 ppm y que son atribuibles a cada unidad monosacérida. A través de los patrones de
acoplamiento (Jy.4) observados en cada unidad monosacarida se lograron confirmar los tres
tipos de azlcares presentes como p-fucosa, p-glucosa y r-ramnosa. El procedimiento de
asignacion se inicio con la identificacion de las cinco sefiales anoméricas y su correlacion
con las sefiales para H, observadas a través de los cuadros de conectividad en el espectro
COSY. La identificacion de estas sefiales se confimé con los espectros de correlacion
homonuclear a larga distancia (TOCSY). De esta manera, se realizaron las secuencias de
interacciones vecinales restantes: H,-Hs, Hs-Hs y Hs-Hg en cada unidad monosacéarida. Las
sefiales mejor resueltas y diagndsticas fueron observadas para los protones H, y Hs de

fucosa (fuc), Hs de ramnosa (ram), Hs de la segunda y la tercera unidad de ramnosa (ram’,

ram’’) y las sefiales Hy, Hs, Hga Y Hep de la unidad de glucosa.

En los espectros COSY (Figura 30) y TOCSY (Figura 31) se indican las

asignaciones para las resonancias de los protones de la porcion oligosacarida. Sin embargo,
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las resonancias correspondientes a los protones H;-H,, Hj-Hsz de la primera unidad de
ramnosa (ram) y H;-H,, Hy-Hs, Hs-H, de la tercera unidad de ramnosa (ram’’) no se

aprecian con facilidad debido a la cercania en sus desplazamientos quimicos y a la
sobreposicidn con otras sefiales.
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Figura 30. Espectro 1H 'H COSY de la porcién oligosacarida del 4cido glicosidico XI1-
HAM. Correlaciones JH H: F12; Fuc Hi-Hy, Fo3; Fuc Ho-Hs, Fa4; Fuc Hz-Ha, Fas; Fuc Ha-
Hs, Rs.4; Ram Hs-Hg, R45; Ram Hs-Hs, R'1.5; Ram’ Hi-Hs, R’5.3; Ram’ Ho-Hs, R'3.4; Ram’
Hs-H4, R"45; Ram'’ Hy-Hs, Gl—2; Glu Hi-Ho,, Gz_3; Glu H,-Hs;, G3_4; Glu Hs-Ha, GGa-Gb; Glu
Hsa-Heb. Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa
intermedia, Ram'’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa
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Figura 31. Espectro TOCSY de la porcién oligosacéarida del &cido glicosidico XII-
HAM. Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = primera unidad de ramnosa, Ram’ = segunda
unidad de ramnosa, Ram'’ = tercera unidad de ramnosa, Glu = Glucosa.

Por lo tanto, de los cinco azlcares que constituyen el nlcleo pentasacérido, cuatro
de ellos corresponden a metilpentosas o 6-desoxihexosas: tres unidades de L-ramnosa y una
unidad de p-fucosa. La p-glucosa fue la Unica hexosa que se encontrd constituyendo el
nacleo pentasacarido. La correspondencia entre cada una de las resonancias protonicas con
su atomo de carbono geminal se realizd a través del experimento de correlacion
heteronuclear HSQC (YJc.n). Asi, 21 sefiales localizadas en la region del espectro de *C
entre o 60 — 80 ppm correspondieron a los carbonos oxigenados y diferentes a las cinco

sefiales diagnosticas de los carbonos anomeéricos entre 6 95- 110 ppm (Figura 32).
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Figura 32. Espectro HSQC de la porcion oligosacarida del acido glicosidico X11-HAM.
Correlaciones Jc.n, Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = primera unidad de ramnosa,
Ram’ = segunda unidad de ramnosa, Ram'’ = tercera unidad de ramnosa, Glu = Glucosa.

El cuadro 6 muestra los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento

correspondientes a los protones de cada una de las unidades monosacéaridas que constituyen

la porcién oligosacarida del derivado peracetilado-metilado del acido glicosidico XII-

HAM.
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Cuadro 6. Constantes espectroscépicas (RMN *H y *C) del derivado XI11-HAM?

Posicion® oH 6C
fuc-1  4.99d (7.5) 99.9
2 4.34dd (9.5, 7.5) 73.9
3 5.50 dd (9.5, 3.0) 68.4
4 5.53d (3.0) 72.1
5 4.04 dd (6.5, 0.5) 68.8
6 1.24 d (6.5) 16.0
ram-1  5.50 brs 97.8
2 5.60 dd (3.0, 1.5) 70.7
3 5.74 dd (9.5, 2.5) 71.0
4 4,19 dd (10.0, 9.5) 81.3
5 4.84dq (9.5, 6.5) 67.4
6 1.69d (6.0) 18.1
ram-1  5.35brs 100.2
2 5.53m 71.2
3 4.56 dd (8.0, 3.5) 77.1
4 5.50 m* 68.4
5 4.25dd (6.0, 10) 77.2
6 1.57d (5.5) 18.4
ram"-1  5.70 brs 97.9
2 5.77 dd (3.5, 1.5) 70.0
3 5.67 dd (10.5, 3.5) 69.0
4 557m 70.7
5 4.26 dd (10, 6.5) 67.4
6 1.32d (6.5) 17.2
glu-1 5.22d (7.5) 100.1
2 5.371(9.5) 72.1
3 5.73t(9.5) 72.8
4 5.50t (9.5) 74.4
5 4.08 ddd (10.5,3.0,3.0) 725
6a 4,51dd (12.5, 2.5) 61.7
6b 4.80dd (12.5, 3.5)
jal-1 174.0
2 2.371(7.5) 34.0
11 40-4.1m 78.0
16 0.901(7.0) 14.0
OCH; 3.6s 52.0

*Datos registrados a 500 MHz para RMN 'H y a 125.7 MHz para RMN **C en CsDsN. Los
desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al TMS. Las constantes de
acoplamiento se encuentran en paréntesis y estan expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos
marcados con un asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan
expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d = sefial doble, t = sefial triple, m = sefial
multiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacién homonuclear *H-'H
(COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-**C (HMQC, HMBC).

®Abreviaciones: fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-hidroxihexadecanoilo.
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Posteriormente, se identificoé la secuencia de glicosidacion a través de las
correlaciones heteronucleares C-H (*Jc.;) mediante el experimento HMBC (Figura 33).
Este procedimiento se realiz6 considerando aquellas sefiales desplazadas por arriba de Jy
5.3 ppm que indicaban la acetilacion de los grupos hidroxilo del nucleo oligosacarido. El
efecto desprotector del grupo acetato permitio la distincion de 12 posiciones acetiladas del
ndcleo pentasacarido. También, se observaron claramente 12 sefiales correspondientes a los
metilos de grupos acetilo entre 6y 2.0 — 2.2 ppm. Estos resultados permiten concluir que
todos los grupos hidroxilo disponibles del ndcleo oligosacarido original fueron convertidos
en grupos acetoxilo y que aquellos desplazamientos quimicos que aparecieron por debajo
de oy 5.0 ppm indicaban las respectivas posiciones de glicosidacion, ya que estas
posiciones al igual que las anoméricas se encuentran inhabilitadas a la reaccion de
acetilacion por estar formando el grupo acetal de la piranosas. Con estas evidencias, se
establecio la secuencia de glicosidacién para el compuesto a partir de las principales
conectividades observadas en el espectro HMBC: H;Fuc-Cyjjal, H;Ram-C,Fuc, H;Ram'-

C4Ram, H;Ram'-C4Ram’, H;Gluc-CzRam’ (Figura 33).

d bl bt Aty
F“CoRCg s et
RO R O\e; =$)(m§ ©
S e .
Ram O “":; 1.24 % .
$3C 0 aﬁ " 8 -
Nl RO O\’f‘ _534.6— "
H/\E /ja‘a-;
; : FucH-17Jal C-11
5.7 A |
1 1 GluH-1/Ram’ C-3
5. 23 : r |
_:E:S 4; -} Ram'H—zRam CAo o - ‘:
T " RamH-1FucC2 g g a e T
‘_J_i\s.s:
e ¥ ¥ _Rug ' H-URan' C4 |

h— e D B e

T
100 95 90 85 80 75 70
F1 (oom)

Figura 33. Espectro HMBC de la porcidn oligosacarida del acido glicosidico XI1-
HAM. Correlaciones *Jc.1, para la identificacion de la secuencia de glicosidacion.
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La estructura del acido glicosidico mayoritario fue identificado como el &cido
operculinico A: 11-O-g-p-glucopiranosil-(1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-4-p-fucopiranosido del &cido (11S)-
11-hidroxihexadecanoico (Figura 34). Este acido glicosidico ha sido aislado en las especies
Ipomoea batatas®**®, 1. digitata®, 1. intrapilosa®, I. leptophylla®, I. mammosa®®, I.

12,27 I

murucoides'®?’, 2829 .

operculata®®?, stolonifera®, 1. quamoclit®, y Merremia

hungaiensis®,

¢
Fuc
— "'-O\/‘
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y Jal
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- O W - A\
Glu Y o)
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Figura 34. Estructura quimica del derivado peracetilado-metilado del acido
glicosidico mayoritario XI1-HAM. Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = primera unidad
de ramnosa, Ram’ = segunda unidad de ramnosa, Ram’’ = tercera unidad de ramnosa, Glu
= Glucosa.

El derivado peracetilado-metilado del &cido operculinico A (1) se analiz6 mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF en modo positivo. El espectro de masas de este
compuesto permitio confirmar una formula molecular de C71H103036 debido a la deteccion
del ion psedumolecular [M + Na]® de m/z 1559. El espectro de masas muestra los picos
correspondientes a las fragmentaciones atribuibles a las eliminaciones de los grupos acetato
(— C2H20, 42 uma) (Figura 35).
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Figura 35. Espectro de masas MALDI-TOF en modo positivo del acido operculinico A
peracetilado metilado

6.6 Aislamiento y purificacion de los compuestos 4-10

6.6.1 Extraccion y fraccionamiento

El proceso de extraccion con cloroformo de las partes aéreas de I. purga permitié
obtener 21.5 g de extracto, el cual fue fraccionado de manera preliminar mediante
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. El fraccionamiento se llevo a cabo
con disolventes en diferentes proporciones en un gradiente de polaridad creciente: hexano-
CHCI3;, CHCI3-Me,CO y Me,CO-MeOH. Esta separacion permitié la obtencion de 20
fracciones primarias. La fraccion XII se sometié a un tratamiento de decoloracion con
carbdn activado para la eliminacion de los pigmentos y fue analizada por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (CLAE).

L]
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6.6.2 Analisis por CLAE de la fraccion XII

Después de la obtencion de las fracciones ricas en resinas glicosidicas, se procedio a
realizar las pruebas de purificacion a nivel analitico en la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia con la fraccion XII. Inicialmente, éstas se realizaron en fase inversa usandose una
columna Cyg, con un sistema de deteccion con indice de refraccion y diferentes sistemas de
disolventes hasta encontrar las condiciones de eluciobn mas adecuadas que permitieran
conseguir la mejor resolucion de la mezcla compleja. La elucion se inicio con acetonitrilo,
lo que permiti6 detectar un conjunto de picos con tiempos de retencién desde 50 min hasta
100 min. Con el prop6sito de disminuir estos tiempos de retencion, se decidié emplear
mezclas binarias de acetonitrilo-metanol en diferentes proporciones (9:1, 7:3, 1:1, 3:7) y
metanol. El sistema de elucion que permitio la mejor resolucion fue con metanol en donde
se observd un conjunto de picos con tiempos de retencion entre 10 min y 30 min. Asi, se
detectaron 8 picos mayoritarios designados arbitrariamente como subfracciones A: tg 14.09
min, B: tg 15.36 min, C: tg 16.7 min, D: tg 18.3 min, E: tg 19.21 min, F: tg 21.77 min, G: tg
23.97 min y H: tg 26.17 min (Figura 36). El analisis de la muestra a nivel preparativo
permitio el registro del cromatograma que reprodujo el mismo ndmero de picos: A: tr 16.6
min, B: tg 18.2 min, C: tg 19.9 min, D: tg 22 min, E: tg 26.6 min, F: tg 29.4 min, G: tg 32.5
min (Figura 37).

Una vez que fueron establecidas las condiciones de separacion, se llevaron a cabo
inyecciones a nivel preparativo de aproximadamente 50 mg de muestra disueltos en 500 pL
de disolvente, empleando la técnica de sobrecarga de columna y corte de nucleo hasta
agotar esta fraccion y reunir cantidades suficientes de las subfracciones A-G. Cada
subfraccion se reinyectd de manera independiente y utilizando las técnicas de “rasurado de
pico” y “reciclaje de muestra” se procedio con el reciclaje para lograr la purificacion total

de los constituyentes individuales.
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Figura 36. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion XI1. Condiciones
instrumentales: Columna Cig (4.6 x 250 mm, 5 um); fase mévil: MeOH, flujo de elucion:
0.4 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccion de la muestra: 10 pL (2 mg/100 uL)
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Figura 37. Cromatograma de liquidos de la fraccion XII a escala preparativa.
Condiciones instrumentales: Columna Cyg (19 x 300 mm, 7 um); fase moévil: MeOH, flujo
de elucion: 8.0 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccion de la muestra: 500 pL (50
mg/500 pL)
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6.6.3 Purificacion de los glicolipidos individuales

El reciclaje de las muestras A, B, C, D y E permitié la purificacion de los
compuestos 4-10 (Figura 38). Cabe mencionar que aunque las condiciones descritas fueron
aplicadas para una adecuada purificacién de las subfracciones, se decidid aumentar la
velocidad de flujo y, de esta forma, disminuir el tiempo de retencion para la purificacion de
la subfraccion E de 26.6 a 23.7 min. Adicionalmente, es importante resaltar que durante el
proceso de reciclaje de la subfraccion D se generaron dos picos de los cuales se logro la
resolucion de dos principios oligosacaridos, el purgindsido Il y Il (compuestos 5y 6). El
reciclaje de uno de los picos minoritarios de la subfraccion D, permitié el aislamiento del

purgindsido 1V (compuesto 7).
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Figura 38. Purificacion del pico B, a través de la técnica de “rasurado de pico” y
“reciclaje de muestra”.Condiciones instrumentales: Columna Cig (19 x 300 mm, 7 pm);
fase movil: MeOH, flujo de elucién: 8.0 mL/min; detector: IR; volumen de inyeccion de la
muestra: 500 pL (50 mg/500 pL).

Como resultado de la resolucion de las subfracciones A-E, a traves de las técnicas
de “rasurado de pico” y “reciclaje de la muestra”, se logro el aislamiento de siete principios
oligosacaridos distintos denominados los purgindsidos I-1V (4-7) aislados de las

subfracciones C y D y las purginas I-111 (8-10) aisladas de las subfracciones A, B y E,
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cuyas estructuras quimicas fueron identificadas como dimeros del acido operculinico A 'y
B.

6.7 Caracterizacion de la estructura quimica de los purgindsidos I-1V

Cada una de las muestras purificadas A, B, C, D, D1, D2 y E fueron analizadas para
caracterizar sus estructuras quimicas mediante el empleo de diferentes técnicas
espectroscopicas de resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas. Los espectros
unidimensionales de protén RMN 'H (Figura 39) y carbono RMN *C (Figura 40)
proporcionaron una informacion general acerca de las estructuras quimicas. Asi, el analisis
de los espectros por RMN *3C permitié determinar el nimero de sefiales anoméricas en la
region comprendida entre dc 95 - 110 ppm, que indicaron el niUmero de monosacaridos que
se encuentran constituyendo el nicleo oligosacéarido en estas moléculas. Las resonancias de
protén correspondientes a las sefiales andmericas en el espectro RMN *H fueron
identificadas por el experimento HSQC que permitié la correlacion C-H a un enlace de
distancia ("Jch). Una vez que se determinaron las sefiales de los protones anoméricos, se
analizaron sus multiplicidades para identificar el tipo de azicar mediante los patrones de
acoplamiento. De esta forma, las sefiales que se presentaron como singuletes anchos fueron
atribuidas a las unidades monosacéridas de r-ramnosa y las sefiales anoméricas que se
presentaron como dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz (*Ju.4) fueron
atribuibles a la unidad de p-fucosa, cuya presencia se confirmé mediante la sefial generada
por el proton localizado en el carbono Cs como un cuarteto con constantes de acoplamiento

de 6.5 Hz (*Ju.1) y centrada en dy; 3.7 ppm.

Las sefiales anoméricas correspondientes a las unidades de p-glucosa se asignaron
debido a su multiplicidad como dobletes con constantes de acoplamiento de 7.5 Hz (3Jy.1).
Todas las sefiales vecinales a los protones anoméricos de estas unidades presentaron
concordancia con las caracteristicas determinadas por los patrones de acoplamiento como
doblete de dobletes (pseudo-tripletes) con constantes de acoplamiento aproximadamente de
9.5 Hz (3J4.n) y que resultan de la orientacién ecuatorial de los sustituyentes en el anillo

glucopirandsido.”
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Por lo tanto, los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN H)
para los compuestos 4-7, mostraron una sefial generada para una fucosa, tres sefiales
generadas para los protones anoméricos de las unidades de ramnosa y una sefial atribuible a
la unidad de glucosa. Adicionalmente, se observaron cuatro dobletes localizados entre dy
1.4 — 1.6 ppm correspondientes a los metilos de las unidades de metilpentosa en las
estructuras. Al considerar, que los nucleos oligosacaridos estan compuestos por cinco
unidades de azlcar, cuatro metilpentosas (tres ramnosas y una fucosa) y una hexosa (la
glucosa), se recurrié al uso de las técnicas bidimensionales en la RMN (*H-'H COSY y
TOCSY) para la asignacion de las sefiales restantes de cada uno de los protones metinos en

cada monosacarido.

‘/

GluH-1 l

Ram‘H-1
/Ram*H.1 RamH-1

s | |
il |
L~L L j*‘ h‘ l‘ ‘/‘ 'l'- »I' Ml = \kwf‘v}“l‘ ‘J\L+

3.%% 2.49 1.4 sa.s .
2.36 1.30 a.0s 1.63 5.7? 6.1 6.

Figura 39. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) del purginésido 11 (5)
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Figura 40. Espectro de RMN C (125.7 MHz, CsDsN) del purginésido 11 (5)

6.7.1 Empleo de la RMN: COSY y TOCSY

El procedimiento de asignacion de sefiales mediante estas técnicas se inicia con la
localizacion de los protones anoméricos y el establecimiento de los cuadros de conectividad
de cada uno de los protones con su metino vecinal correspondiente a lo largo de toda la
unidad sacarida. Es importante mencionar que para la identificacion se tiene en cuenta la
localizacion de las sefiales mejores resueltas, e.g., Hs de la fucosa, Hsz de la primera unidad
de ramnosa (ram) y H, de la tercera unidad de ramnosa (ram”), las cuales facilitan el
diagnostico para su asignacion correcta, en especial en aquellos casos donde los protones
vecinos a estos protones facilmente identificables se encuentran localizados en regiones con
sobreposicion de sefiales. En los casos, donde se observa un desplazamiento de proton por
arriba de oy 5.5 ppm, indica una posicion de esterificacion en el carbono correspondiente,
como se detall6 en la seccion 6.5. Asi, en el espectro mostrado en la Figura 41 atribuible al
purgindsido 11 (5), se observa que el proton anomérico H; de la primera unidad de ramnosa
(ram) establece su cuadro de conectividad con el Hy, cuyo desplazamiento se encuentra en
on 5.9 ppm, indicando claramente una posicion de esterificacion en el C, de esta unidad de

azUcar. Siguiendo el mismo razonamiento, se localizaron los sitios restantes de acilacién en
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el carbono C, de la segunda ramnosa (ram’) y en las posiciones C3 y C4 de la tercera unidad

de ramnosa (ram”’).
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Figura 41. Espectro 'H-'H COSY del purginésido Il (5). Seccién de la porcion
oligosacarida. Correlaciones (3JH-H): F1.0; Fuc Hi-H», Fo.3; Fuc Hy-Hs, F3.4; Fuc Ha-Hg, Fa.
5; Fuc Hy-Hs, Ri-2; Ram Hi-Ha, Ra3; Ram Hs-Ha, R34; Ram Hs-Ha, R'12; Ram’ Hi-Hy, R5.
3, Ram’ Hz-H3, R'1.; Ram’ Hi-Ho, R"z.g; Ram” H2-H3, R”4.5; Ram” H4-H5, Gio; Glu Hi-
H,. Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa intermedia,
Ram’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa.

La identificacion de las sefiales que indican las posiciones de esterificacion en los
purginosidos | (4), 111 (6) y IV (7) fueron establecidas siguiendo el mismo procedimiento
descrito para el purginésido Il (5). Asi, para el purginosido | (Figura 42), se encontr6 a un
desplazamiento a campo bajo al protén H; (oy 5.92 ppm) de la primera unidad de ramnosa,
de la misma forma que se localiz6 al protén H, (04 6.26 ppm) de la segunda ramnosa (ram’)
y a los protones H, (o 6.28 ppm) y Hs (o4 5.80 ppm) de la unidad de ramnosa terminal

(ram’’); y para el purginésido IV (7) (Figura 43), solamente se encontraron los protones H,
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de la primera y segunda unidad de ramnosa y Hy de la ramnosa terminal localizados arriba
de 6.0 ppm.
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Figura 42. Espectro 'H-'H COSY del purginésido | (4). Seccién de la porcién
oligosacarida donde se localizan protones a campo bajo, debido al efecto desprotector de
los residuos acilantes. Correlaciones (3JH-H): Ri2; Ram Hi-Hy, R’1o; Ram’ Hi-Hp, R”1.5;
Ram’ Hji-Hj, R"'34; Ram'" Hz-Hy
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Figura 43. Espectro 'H-'H COSY del purginésido 1V (7). Seccién de la porcién
oligosacarida donde se localizan protones a campo bajo, debido al efecto desprotector por
sustituyentes éster. Correlaciones (SJH-H): Ri2; Ram Hi-H,, R’12; Ram’ Hi-Hy, R"34;
Ram’’ Hz-H4

El empleo de la técnica bidimensional de correlacion homonuclear TOCSY permite
determinar las interacciones vecinales, asi como las correlaciones a larga distancia *H-'H
entre los protones de una unidad monosacarida, siendo de gran utilidad cuando existe
sobreposicion de sefiales localizadas entre oy 3.70 — 4.20 y 4.40 — 4.60 ppm. El
procedimiento de asignacion de sefiales mediante el empleo de la técnica TOCSY, se
complementa con las sefiales espectroscdpicas asignadas a través del espectro COSY, que
de igual manera, se inicia con las posiciones de los protones anoméricos o cualquier sefial
oligosacarida diagnostica y resuelta en el espectro, siguiendo en linea recta las sefiales de
conectividad que determinan las interacciones con todos los protones pertenecientes a cada

unidad de azUcar, asi se realizo6 la asignacién inequivoca de las sefiales de cada una unidad
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sacarida especifica. La Figura 44 ilustra los cuadros de conectividad identificados para la

unidad de fucosa del purgindsido I (5).
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Figura 44. Espectro TOCSY del purginosido 11 (5). Seccién de la porcion oligosacérida
Correlaciones (Ju-4), Abreviaciones: Fuc = fucosa

En el espectro TOCSY para el purgindsido Il (Figura 45), se observaron cuatro
protones que corresponden a posiciones de esterificacion: H, (64 5.91 ppm) de la primera
unidad de ramnosa (ram); H, (64 6.32 ppm) de la segunda unidad de ramnosa (ram’); Hs

(045.98 ppm) y H, (0 6.08 ppm) de la tercera unidad de ramnosa (ram”’).
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Figura 45. Espectro TOCSY del purgindsido 11 (5). Seccion de la porcidn oligosacarida
Correlaciones (Jy.n), Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa superior, Ram’ =
ramnosa intermedia, Ram’’ = ramnosa inferior.

Los desplazamientos quimicos correspondientes a los protones del nucleo
oligosacarido y de las agliconas de cada uno de los purginosidos 4-7 que fueron asignados
mediante la técnica de RMN *H se incluyen en el cuadro 7.

6.7.2 Empleo de la RMN: HSQC

Después de llevar a cabo la identificacion de los protones correspondientes a las
unidades sacaridas a través de las técnicas RMN *H bidimensionales (COSY y TOCSY), se
procedid con la asignacién de los desplazamientos quimicos de los carbonos
correspondientes a los protones oligosacaridos mediante la técnica de RMN bidimensional
heteronuclear **C-'H a un enlace de distancia (*Jc.) HSQC.
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Cuadro 7. Datos espectroscépicos en la RMN 'H para los purginésidos I-1V (4-7)%.

Protén” Purgindsido 1 (2) Purgindsido 11 (3) Purgindsido 111 (4) Purginésido 1V (5)
Fuc-1 |4.70d (7.0) 4.72d (7.5) 4.73d (7.5) 4.74d(7.2)

2 4.12dd (9.5, 7.0) 4.14dd (9.5, 7.5) 4.17 dd (9.5, 7.5) 4.15dd (9.5, 7.2)
3 4.03dd (9.5, 3.5) 4.03dd (9.5, 3.5) 4.04 dd (7.0, 2.5) 4.05%

4 3.94 brs 3.94 brs 3.95 brs 3.98 brs

5 3.72q (6.5) 3.72q (6.0) 3.74q (6.0) 3.77q(6.0)

6 1.49 d (6.0) 1.48 d (6.0) 1.49 d (6.5) 1.45d (6.0)
Ram-1 |5.49d (1.5) 5.49d (1.5) 5.50d (1.5) 5.53 brs

2 5.92 brs 5.91dd (3.0, 1.5) 5.92dd (3.0, 1.5) 5.96 brs

3 5.0dd (9.5, 3.5) 5.01dd (9.5, 3.0) 5.02 dd (9.5, 3.0) 5.0%

4 4.161t(9.5,9.5) 4.15dd (9.5, 9.5) 4.15dd (9.5, 9.5) 4.20t(9.5)

5 4.46 dq (9.5, 6.0) 4.48 m* 4.48 dq (10.0, 5.5) 4.50 dq (9.5, 6.4)
6 1.62 d (6.0) 1.63 d (6.5) 1.64 d (6.5) 1.67 d (6.4)
Ram'-1 |5.92 brs 5.82d (2.0) 5.83 brs 5.95 brs

2 6.26 dd (3.0, 1.0) 6.32dd (3.0, 2.0) 6.34 dd (3.5, 2.5) 6.30 brs

3 4.81dd (9.0, 3.0) 4.80 dd (10.0, 3.0) 4.81 dd (10.0, 3.0) 4.81*

4 4.42 m* 4.38 m* 4.37 m* 4.40 m*

5 4.46 dq (9.5, 6.0) 4.38 m* 4.40 m* 4.44 m*

6 1.51 d (6.0) 1.64 d (6.0) 1.65 d (6.5) 1.53d (6.4)
Ram"-1 | 6.31d (1.5) 6.29d (1.5) 6.29d (1.5) 6.29 brs

2 6.28dd (3.0, 1.5) 5.25dd (3.0, 1.5) 5.26 t(2.5) 5.0*

3 4.77 ddd (9.5, 3.0) 5.98 dd (10.0, 3.0) 6.0 dd (10.0, 3.0) 4.60 dd (9.2, 2.8)
4 5.80t(9.5) 6.08 t (10.0) 6.09t (10.0) 5.841(9.2)

5 4.40 dq (9.5, 6.0) 4.48 m* 4.48 dq (10.0, 5.5) 4.40 *

6 1.67 d (6.0) 1.43d (6.0) 1.44 d (6.5) 1.69d (4.4)
Glu-1 |5.08d (7.5) 5.09d (7.5) 5.10d (7.5) 5.05*

2 3.97t(9.5) 3.95 m* 3.95t(9.0) 4.02t(7.2)

3 4.13* 4.07 dd (9.0, 9.0) 4.10dd (9.0, 9.0) 4.04*

4 3.95t(9.5) 3.94 m* 3.94t(9.0) 4.01(8.8)

5 3.78 ddd (9.0, 5.5, 2.5) 3.80 ddd (8.0, 5.5, 2.5) 3.80 ddd (8.5, 5.5, 2.0) 3.79.ddd (8.4, 5.6, 4.0)
6a 411 m* 4.10 m* 4.10 m* 4.10 m*

6b 4.42 4.39 m* 4.40 m* 4.44 m*

jal2a | 2.26 ddd (15.0, 8.0, 4.0) 2.26 ddd (15.0, 7.0, 4.5) 2.26 ddd (15.5, 7.5, 4.5) 2.26 m*

2b 2.44 ddd (14.5, 9.0, 4.0) 2.45 ddd (15.0, 8.5, 4.5) 2.46 ddd (15.0, 8.5, 4.5) 2.44 m*

11 3.83 m* 3.84 m* 3.85 m* 3.86 m*

16 0.841t(7.5) 0.851(7.0) 0.86 t(7.0) 0.891(6.5)
deca-2 |2.34t(7.5) 2.32 m* 2.32t(7.0) 2.36 m*

10 0.81t (7.0) 0.831(7.0) 0.84t(7.0) 0.891(6.5)
mba-2 |2.521tq (7.5, 7.0)

2-Me 1.20 d (7.0)

3-Me 0.89t(7.5)

hexa-2 2.421t(7.5) 2.43t(7.5) 2.471(7.2)

6 0.66 t (7.0) 0.67 1 (7.0) 0.79t(7.2)
cna-2 | 6.35d(16) 6.59 d (16) 6.60 d (16)

3 7.64 d (16) 7.85d (16) 7.86 d (16)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al
TMS. Las constantes de acoplamiento se encuentran en paréntesis y estdn expresadas en Hz. Los
desplazamientos quimicos marcados con un asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de
acoplamiento estan expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d = sefial doble, t = sefial triple,
m = sefial mltiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacién homonuclear *H-*H
(COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-"*C (HMQC, HMBC).

®Abreviaciones: TMS = tetrametilsilano, fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-
hidroxihexadecanoilo, mba = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo, hexa = n-hexanoilo, cna = trans-
cinamoilo.
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Este procedimiento se inicié con la localizacion de los carbonos anoméricos en la
region comprendida entre dc 95 — 110 ppm en el espectro de carbono obtenidos a través de
la técnica de RMN *C. Posteriormente, se estableci6 la conectividad entre cada carbono
anomérico con su correspondiente protdn. Las Figura 46 muestra el espectro HSQC de la
region anomeérica del purginésido 1l (5), donde se observan cinco sefiales anoméricas, las
cuales indican inequivocamente el nimero de unidades de azucar en cada nucleo
oligosacarido.
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Figura 46. Espectro HSQC del purginésido Il (5). Region anomérica para la
identificacion de los carbonos correspondientes a los protones anomeéricos. Correlaciones
(*Jc.). Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa

intermedia, Ram’’ = ramnosa inferior

Siguiendo con este analisis, se localizaron y asignaron los desplazamientos
quimicos de los carbonos restantes en el espectro de RMN **C. Una vez identificados los
desplazamientos quimicos de todos los protones pertenecientes a cada monosacarido en el
espectro de RMN *H, se procedi6 a llevar a cabo el establecimiento de las conectividades
3C-'H en el espectro HSQC para determinar inequivocamente la asignacion de cada sefial

de carbono (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Datos espectroscépicos en la RMN “*C para los purginésidos I-1V (4-7).

Carbono® | Purginésido I (2) | Purginésido 11 (3) | Purginésido 111 (4) | Purginésido IV (5)
Fuc-1 104.4 104.3 104.3 104.7
2 80.2 80.0 79.9 80.4
3 735 733 73.4 73.8
4 729 72.9 72.9 733
5 70.8 70.8 70.8 713
6 17.3 17.3 17.3 17.8
Ram-1 98.6 98.5 98.5 98.9
2 73.8 73.6 73.6 74.1
3 70.0 69.3 69.3 72.9
4 81.4 82.0 82.0 81.8
5 69.0 69.0 68.9 69.4
6 19.1 191 19.1 19.3
Ram’-1 100.0 100.3 100.2 100.4
2 74.4 73.4 734 73.6
3 79.8 80.0 79.9 80.6
4 78.4 78.9 78.9 79.0
5 68.4 68.5 68.9 68.9
6 18.0 19.0 19.0 19.6
Ram"-1 100.0 103.3 103.3 103.7
2 72.9 69.9 69.9 69.9
3 68.3 73.2 73.2 70.8
4 74.8 71.9 72.0 75.9
5 68.6 68.1 68.1 68.6
6 19.1 17.9 17.9 18.5
Glu-1 105.1 105.5 105.5 105.9
2 75.2 75.2 75.2 75.6
3 80.2 78.4 78.5 79.0
4 71.6 715 715 72.0
5 78.3 78.1 78.1 78.6
6a 63.2 63.0 63.0 63.3
6b

jal-1 173.2 1731 173.1 173.6
2a 34.4 34.2 34.3 34.8
2b

11 82.5 824 82.3 82.8
16 143 143 14.3 145
deca-1 173.8 1735 1735 174.0
2 34.7 345 345 35.0
10 143 142 14.3 14.7
mba-1 176.4

2 41.6

2-Me 17.0

3-Me 11.7

hexa-1 173.1 173.1 173.9
2 34.5 34.4 34.9
6 13.8 13.8 14.7
Cna-1 167.0 166.5 166.5

2 118.9 118.6 118.6

3 145.3 145.4 145.4

®Datos registrados a 125.7 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion
al TMS. Las asignaciones se basaron en los experimentos HSQC. "Abreviaciones: fuc = fucosa, ram =
ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-hidroxihexadecanoilo, mba = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo, hexa =
n-hexanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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Esta técnica también permitio la identificacion de los protones que se localizan en
las regiones con mayor sobreposicion, e.g. oy 3.9-4.2 y 4.35-4.50 ppm. En la Figura 47, se
muestra el espectro HSQC del purgindésido | (4), donde se observa que los protones H, de la
unidad de fucosa, asi como las sefiales para los protones H, y Hy de la unidad de glucosa
que se encuentran en oy 3.94 ppm, correlacionan con sus respectivos carbonos localizados
en oc 73 ppm, 75.2 ppm y 71.6 ppm, respectivamente. Este procedimiento, fue necesario
para llevar a cabo el establecimiento de la secuencia de glicosidacion a traves de las
correlaciones *C-'H a larga distancia observadas en los espectros bidimensionales HMBC.
Los desplazamientos quimicos de protén RMN 'H y carbono RMN *3C para los

purgindsidos I-1V se incluyen en los cuadros 7 y 8.

2w
5 Z ? 5 o I E & =
= 5 2 2 E S g /3 E
SN O ( ‘vl | I— o
‘ | {
| W
Ay L\w‘ f,‘ll‘.\-“ " WlWW W s NWWQ‘H'!LWL%J‘[‘V At Y o ’J \y W “f:ij R T AT Wy
i ey |
Fuc-5 == (PPm}; :
;) |
£ 3.8 E 0
3.9-
4.0 3 i
4.1 E_‘ : ) “
4.2
4.3
4.4 O L Q
4.5
4.6
|
——— ,;/‘ 4.7
Ram’’-3 — > ]
Ram’'-37= 4.8 A
=T ] 4.9
Ramydi, s, BA——— P ———— o S s S oo
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64

F1 (ppm)

Figura 47. Espectro HSQC del purginésido 1 (4). Region oligosacarida para la
identificacion de los carbonos correspondientes a cada proton oligosacarido. Correlaciones
({Jc.n). Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa
intermedia, Ram’’ = ramnosa inferior.
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6.7.3 Empleo de la técnica HMBC

Se procedi6 a la determinacién de las correlaciones *C-'H a tres enlaces de
distancia (*Jc.u) a través de la técnica HMBC para el establecimiento de los enlaces
glicosidicos. De esta manera, se identifican los nucleos oligosacaridos constitutivos de las
estructuras de los purginésidos I-1V (4-7). La técnica HMBC permitié confirmar las
secuencias de glicosidacion de los compuestos 4-7, mismas que corresponden a las
descritas para el acido operculinico A (Véase seccion 6.5). Este procedimiento se logro
identificando las conectividades C-H entre los 4tomos de protones anomeéricos y los
carbonos enlazados directamente a la posicion donde se establece el enlace glicosidico
entre dos unidades monosacaridas. El analisis de los espectros HMBC de los compuestos 4-
7 permitid determinar las mismas secuencias de glicosidacion en los compuestos a través de
las conectividades 3J,.c observadas, H;Ram-C,Fuc, H;Ram’-C,Ram, H;Ram’’-C,Ram’ y

H;Gluc-CsRam’ (Figura 48).

Fuc
on§Hs
HO 20
Ram o ~— 7
Jal
Ram’ (")'3(3 0
Ram” HaC7~0 HO o
HsC7~0 0 \oR o
RO OH
OH
ORHoO Glu
VR
OH H C
OH

Figura 48. Conectividades C-H a tres enlaces (*Jc.n) para el establecimiento de las
secuencias de glicosidacion.

Por lo tanto, la secuencia de azucares en el nucleo oligosacarido de los purgin6sidos
I-1V se establecio de la siguiente manera: la primera unidad sacarida del nucleo glicosidico

corresponde a la fucosa ya que se encuentra enlazada en la posicion Cy; de la aglicona, por
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las correlaciones observadas entre FucH; (o4 ~ 4.70 ppm) -jalCy; (6c 82 ppm); la segunda
unidad corresponde a una ramnosa (ram) que se encuentra enlazada al C, de la fucosa,
RamH; (6 ~ 5.49 ppm) —FucC; (dc 80 ppm); la tercera unidad sacarida corresponde a una
ramnosa (ram’) enlazada en la posicién C, de la segunda unidad monosacérida (ram),
Ram’H; (64 ~ 5.8-5.9 ppm) -RamC, (Jc 81-82 ppm); la cuarta unidad del oligosacarido
corresponde a la tercera unidad de ramnosa (ram’’) enlazada en el C, de la tercera unidad de
azucar (ram’), Ram''H; (o4 ~ 6.29-6.31 ppm) -Ram’Cy (dc ~ 78.4-78.9 ppm); y una unidad
de glucosa terminal enlazada a la posicion C3; de la segunda unidad de ramnosa (ram’),
GlucH; (0n ~ 5.0 ppm) -Ram’C3 (dc ~ 80 ppm). La figura 49 muestra una expansion del

espectro HMBC del purgindsido | que ejemplifica la aplicacién de esta metodologia en la
determinacion de la secuencia oligosacérida.
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HO\LWOW" o B3
Ram o) = Bl
H.C © £c E E
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5§ mewmemwmwmw M‘M i - ‘WW\WW
g S ULE Shi " e
VY __jH 2 j
H ¢ =% ° -
—= ] °© 4
_:—iJ “; e 1- " "=
:7;": 4.4+ (g i - &
) 4.6
Fuc H-1—=
= =
<:;i{171i!57f;—'—>.\ 5'": kb -
| s5.23
§ 5.4 =
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} 5.6= = \
—:} 5.8 =Y ‘
Ram’ H-1 — =} = o
1 6.0
R;un"H—lér,\sa — ﬁ”ﬁﬁeﬁ’
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Figura 49. Espectro HMBC del purginésido I (4). Correlaciones *Jc.4, para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.
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6.7.3.1. Identificacion de las posiciones de esterificacion

Mediante los espectros de RMN *H y RMN *C de los purginésidos I — IV se
identificaron los &cidos de cadena corta 2-metilbutanoico y trans-cinamico, asi como los
acidos de cadena larga, n-hexanoico, n-decanoico y n-dodecanoico, cuyas estructuras

fueron confirmadas por espectrometria de masas.

En particular, el residuo éster de 2-metilbutanoilo genera las siguientes sefiales
diagndsticas en el espectro de RMN *H, un triplete de cuartetos a d 2.50 ppm con valores
de constantes de acoplamiento de 7.5 y 7.0 Hz, atribuible a los protones alfa al grupo
carbonilo del éster; un doblete centrado en oy 1.20 ppm (J = 7 Hz) atribuible a los protones
del grupo metilo enlazado a la posicion dos; un triplete en J4 0.89 ppm con constante de
acoplamiento de 7.5 Hz correspondiente a los protones del grupo metilo terminal. En el
espectro de RMN 3C, el desplazamiento para C, se localiza en dc ~ 42 ppm. En tanto que
el éster de cinamoilo genera en el espectro de RMN 'H dos sefales atribuibles a los
protones H, y Hz como dobletes centrados en Jy 6.3 (J = 16 Hz) y 7.6 ppm (J = 16 Hz),
respectivamente. Adicionalmente, las sefiales aromaticas se localizan alrededor de oy 7.3
ppm. En el espectro de RMN *3C, las sefiales vinilicas C, y Cj se localizan en dc 119 y 145

ppm, y las sefiales aromaticas se presentan entre 128 y 145 ppm.

Los residuos de n-hexanoilo, n-decanoilo y n-dodecanoilo generan una sefal
diagnostica como un triplete que aparece entre Jy 2.42 ppm — 2.34 ppm, con una constante
de acoplamiento cercana a los 7.5 Hz atribuible a los protones del grupo metileno alfa al
grupo carbonilo. En algunos casos, esta sefial aparece como un doble de doble de dobles
para cada proton, cuyos valores de las constantes de acoplamiento son de aproximadamente
14, 10 y 7 Hz.*® Esta caracteristica aparece en aquellos casos donde hay alguna restriccion
en el nucleo oligosacarido que restringe la libertad conformacional de la cadena alifatica de
estos acidos y generan sefiales no equivalentes magnéticamente, tal y como sucede para los
protones del grupo metileno alfa al carbonilo de la aglicona que forma la macrolactona.
Estos ultimos generan dos sefiales caracteristicas desplazadas en 2.2 y 2.4 ppm que
presentan un patron de acoplamiento identificado como un doble de doble de dobles con

constantes de acoplamiento de J = 15.0, 8.0 y 4.0 Hz.*
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Para identificar las posiciones de esterificacion se debe iniciar con la asignacion
correcta de los nucleos de carbono correspondientes a cada uno de los grupos carbonilo.
Por lo tanto, se realiz6 el andlisis de las interacciones **C-'H a dos enlaces de distancia
entre el nicleo de carbono de los grupos carbonilo y los protones H, de cada sustituyente y

de la aglicona mediante el espectro HMBC (Figura 50).
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—
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B 1 =
2.0
JalH-2a __J ** _»_4’_0
DecaH2 = | A ——
Jal H-ij:ii—‘ —
Mba H-2 2.6
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Figura 50. Espectro HMBC del purgindsido | (4). Identificacion de los carbonos de los
grupos carbonilicos para la aglicona y sustituyentes éster. Correlaciones (3Jc.n). A: Cy —
H.Mba, B: C; — HaweMba, C: C; — HyJal y D: C; — HyDeca. Abreviaciones: Mba = 2-
metilbutanoilo, Deca = n-decanoilo, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo.

Una vez que se ha identificado cada uno de los grupos carbonilo correspondiente a
los sustituyentes y a la aglicona, se lleva a cabo su localizacion en el nucleo oligosacarido
(Figura 51). La aglicona establece el enlace éster intramolecular de la macrolactona en el

carbono dos de la segunda unidad monosacarida.
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Para confirmar la union de la macrolactona de la aglicona en los purginosidos I-1V,
se llevd a cabo el establecimiento de las conectividades entre los carbonos de los grupos
carbonilo y el proton geminal a la posicion de esterificacion. Asi, se determind la posicion
de lactonizacion de la macrolactona de la aglicona en los compuestos 4-7 y que
corresponde a la posiciéon C, de la primera unidad de ramnosa, mediante las correlaciones
C-H a tres enlaces de distancia mediante el espectro HMBC, e.g., para el purginésido I, se
observd la correlacion entre el protdon H, de la primera unidad de ramnosa (dy 5.92 ppm) y

el carbonilo de la macrolactona (6c 173 ppm).

Figura 51. Conectividades C-H a tres enlaces (*Jc.) para el establecimiento de los
sustituyentes éster en el purginosido 11 (5)

De la misma manera, se llevé a cabo la identificacion de las posiciones de los
grupos éster de cadena abierta en los nucleos oligosacéridos. El andlisis de los espectros
HMBC de los compuestos 4-7 permitié determinar diferencias en los sitios de acilacion de
los nucleos oligosacaridos, particularmente en la tercera unidad de ramnosa, ya que en
todos los purgindsidos se encontrd el éster decanoilo en la posicion C, de la segunda unidad
de ramnosa (ram’). Asi, el nlcleo pentasacarido del purgindsido | (4) esta esterificado por
el éster 2-metilbutanoilo en la posicion C4 de la tercera unidad de ramnosa (ram") y por el
éster cinamoilo en la posicion C, de esta misma unidad. Por otra parte, los purgindsidos Il

(5) (Figura 52) y Il (6) se encuentran esterificados por los residuos n-hexanoilo y

L]
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cinamoilo en las mismas posiciones (C; y C4 de ram’’) de su cadena oligosacarida, con la
excepcion de que cada sustituyente se encuentra en una posicion diferente en esta unidad de
azucar. El purginésido IV (7) se encuentra esterificado solamente por el residuo n-
hexanoilo en la posicion C, de la tercera unidad de ramnosa. Los purginosidos I-1V (4-7)
poseen una estructura quimica novedosa, que contribuyen a la diversidad estructural de los

glicolipidos aislados y derivados del acido operculinico A.
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Figura 52. Espectro HMBC del purginésido Il (5). Determinacion de las posiciones de
esterificacion. Correlaciones (*Jc.i). A: CiDeca — H,Ram'’, B: C;Cna — HsRam", C: C;hexa
— HsRam", y D: CyJal — H,Ram. Abreviaciones: Cna = trans-cinamoilo, hexa = hexanoilo,
Deca = n-decanoilo, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo.
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6.7.4 Empleo de la espectrometria de masas

El empleo de las técnicas espectrométricas de masas por bombardeo con atomos
acelerados (EM-FAB) y electrospray (EM-ESI) ha sido una herramienta util para el
establecimiento de la formula molecular de glicolipidos, al proporcionar los pesos
moleculares a través de la deteccion de los iones pseudomoleculares [M + H]", [M - H] vy
[M + CI] y permiten confirmar sus estructuras mediante la identificacion de los iones
fragmentos correspondientes a las rupturas de los enlaces glicosidicos.®** Al analizar las
diferencias de peso que hay entre cada uno de los iones pseudomoleculares [M — H] vy los
fragmentos correspondientes a las eliminaciones de los grupos acilos se establece la
identidad de los mismos. Asi, para los purgindsidos I-1V se establecieron los siguientes
iones fragmentos comunes para todos ellos de m/z 853, 691, 545, 417 y 271 (Figura 53) y

que son caracteristicos de las resinas glicosidicas.®

m/z 417
_i—o\
: o)
e ”
i
R ' \ (HZC)Q
R—Ram"—%—R?m’—i—Ram-f-Fuc—f-O—CH
el
o L (CH
: . mizses i
Y ! ' CH3
m/z 853 : V
\ m/z 271
m/z 691

Figura 53. Patrones de fragmentacion caracteristica de los purgindsidos I-1V.
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Para el purginosido I (4), se identificé el ion [M — H] m/z 1367 correspondiente
con la formula molecular C7oH11102. El fragmento de m/z 1237 ([M — H] — CgHgO)
corresponde a la pérdida del residuo trans-cinamoilo con una diferencia de 130 unidades de
masa atomica respecto al i6n pseudomolecular. ElI fragmento de m/z 1083 ([M — H] —
CyHsO — C1oH150) corresponde a la eliminacion del residuo decanoilo con una diferencia
de 154 u.m.a respecto al i6n de m/z 1237. El fragmento de m/z 853 ([M — H] — CqHgO —
C10H180 — CsHgO — CgH1004) corresponde a las pérdidas sucesivas del éster 2-metilbutanoil
(84 u.m.a) y una unidad sacarida de metilpentosa (146 u.m.a) con una diferencia de 230
unidades respecto al ién m/z 1083. El fragmento de m/z 691 corresponde a la pérdida
subsecuente de una unidad sacarida de hexosa (CsH100s) con una diferencia de 162
unidades con respecto al ion de m/z 853. El fragmento de m/z 545 corresponde a la
siguiente pérdida de una unidad sacarida de metilpentosa (CsH1004) con una diferencia de
146 unidades con respecto al i6n de m/z 691. El fragmento de m/z 417 corresponde a las
pérdidas sucesivas de una unidad sacérida de metilpentosa (CgH1004) y agua como
producto de la hidrdlisis de la macrolactona (18 u.m.a) con una diferencia de 128 unidades
con respecto al i6n de m/z 545. El fragmento de m/z 271 corresponde a la pérdida de una
unidad sacarida de metilpentosa (CsH1004) con una diferencia de 146 unidades con respecto
al ion de m/z 417 (Figura 54).

Para los purgindsidos Il (5) y Il (6), se calculé la férmula molecular como
C71H113026 con base en el i6n pseudomolecular m/z 1381 [M — H] . La diferencia entre los
iones pseudomoleculares de los purgindsidos I1'y Il (m/z 1381) con el purgindsido | (m/z
1367) de 14 u.m.a sugirio la presencia de un grupo hexanoilo en estos purgindsidos en
lugar del grupo metilbutanoilo presente en el purginésido 1. Este residuo se confirmo por el
fragmento de m/z 853 que corresponde a las pérdidas sucesivas del residuo hexanoilo
(CsH100, 98 u.m.a) y una unidad de metilpentosa (CgH1004, 146 u.m.a) con una diferencia

de 244 unidades con respecto al ién de m/z 1097.
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Figura 54. Espectro de masas FAB en modo negativo del purginosido | (4)

Para el purgindsido IV (7), se registr6 la formula molecular CgH107025 en
concordancia con el i6n pseudomolecular de m/z 1251 [M — H] . La diferencia entre los
iones pseudomoleculares de los purginosidos I1'y 111 (m/z 1381) con el purginésido 1V (m/z
1251) de 130 u.m.a sugirid la ausencia del residuo de cinamoilo en el purginésido IV. El
fragmento de m/z 853 corresponde a las pérdidas sucesivas de un sustituyente hexanoilo
(CsH100, 98 u.m.a) y una unidad de metilpentosa (C¢H1004, 146 u.m.a) con una diferencia

de 244 unidades con respecto al i6n m/z 1097.

De acuerdo al andlisis de todos los espectros por RMN y espectrometria de masas
de todos los compuestos, se propusieron las siguientes estructuras quimicas para los

purginosidos I-1V:

89



Resultados y Discusion

OH cH,

@4
w“%c%%

éster intramolecular 1,2""-11-O-B-b-glucopiranosil-(1—3)-O-[2-O-(trans-cinamoil)-4-O-(2-

Purgindésido | (4)

metilbutanoil)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-(2-O-(n-decanoil)-a-L-ramnopiranosil-
(1—4)-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-b-fucopirandsido del acido (115)-11-
hidroxihexadecanoico

Purgindsido 11 (5)

o
HOH,C

éster intramolecular 1,2"'- 11-O-8- p-glucopiranosil-(1—3)-O-[3-O-(trans-cinamoil)-4-O-

(hexanoil)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-(2-O-(n-decanoil)-a- L-ramnopiranosil-(1—4)-O-

a- L-ramnopiranosil-(1—2)- 8- o-fucopiranésido del &cido (11S)-11-hidroxihexadecanoico
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CH

Purginésido 11 (6) %
HoC
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OHZC%
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H3C
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H

Purgindsido I11. éster intramolecular 1,2"- 11-O-8- p-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(trans-cinamoil)-3-O-(hexanoil)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-(2-O-(n-decanoil)-a- L-
ramnopiranosil-(1—4)-O- a- L-ramnopiranosil-(1—2)- 8- o-fucopiranosido del acido

(11S)-11-hidroxihexadecanoico

Purginésido 1V (7)

Purginédsido 1V. éster intramolecular 1,2"- 11-O-- p-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(hexanoil)-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-(2-O-(n-decanoil)-a- L-ramnopiranosil-(1—4)-O-

a- L-ramnopiranosil-(1—2)- 8- o-fucopiranésido del acido (11S)-11-hidroxihexadecanoico
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6.8 Identificacion de la purgina |

La purgina | (8) es un dimero de pentasacaridos constituido por dos unidades de
acido operculinico A, la primera macrociclica intramolecular (Unidad A) y la segunda
como la porcidn glicosidica esterificante (Unidad B). Este dimero se caracteriza porque sus
dos nucleos oligosacéridos se encuentran esterificados en las mismas posiciones por los
acidos n-dodecanoico en la posicion C, de la segunda unidad de ramnosa (ram’) y por el
acido 2S-metilbutanoico en la posicion C4 de la unidad de ramnosa terminal (ram’). La
diferencia entre las unidades oligosacéridas A y B radica en la posicién del acido trans-
cinamico. Este sustituyente se encuentra en la posicion C, de la unidad de ramnosa terminal
en la unidad A y en la posicion C; de la unidad de ramnosa terminal en la unidad B. La
posicion del enlace éster que une las dos unidades oligosacaridas se encontro6 en la posicion
C4 de la unidad de glucosa.

Para llevar a cabo la asignacion de los desplazamientos quimicos y la identificacion
de la estructura dimérica de la purgina I, se emplearon diferentes técnicas espectroscopicas
de la resonancia magnética nuclear y de la espectrometria de masas. Adicionalmente, para
determinar las constantes de acoplamiento de las sefiales sobrepuestas en la RMN 'H de
esta compleja estructura oligosacérida se emple6 la simulacion espectral, tomando como
referencia los valores espectroscopicos registrados para el purginésido | (4) (ver figura
XLIV, Apéndice de espectros). La diferencia entre la unidad macrociclica A de 8 y el
compuesto 4 radica solamente en la longitud del sustituyente que se encuentra en la
posicion C, de la segunda unidad de ramnosa, el n-dodecanoilo en 8 y el n-decanoilo en 4.
La elucidacion de la purgina | se inici6 con el registro de los espectros unidimensionales de
RMN *H y *C (Figuras 55 y 56).

Como primera evidencia espectroscopica para determinar la naturaleza dimérica de
la purgina I, fue la identificacion de las sefiales anoméricas localizadas en la region entre oy
45y 6.3 ppm en el espectro de RMN *H y entre 6c 95 y 105 ppm en el espectro de RMN
13C. Estas sefiales correspondientes a los protones y carbonos anoméricos de las unidades
monosacaridas se confirmaron a través de las correlaciones C-H a un enlace de distancia
(*Jch) en el espectro HSQC (Figura 57).
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Figura 55. Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de la purgina | (8)

Figura 56. Espectro de RMN **C (125.7 MHz, CsDsN) de la purgina I (8)
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Figura 57. Espectro HSQC de la region de C e H anoméricos de la purgina I (8)

6.8.1 Empleo de la RMN: COSY y TOCSY

Como siguiente paso, se llevd a cabo la identificacion de las unidades
monosacaridas que constituyen cada unidad monomérica en la purgina |, mediante la
asignacion de las sefiales correspondientes a los protones de cada sistema en los espectros
COSY y TOCSY. En el experimento 'H-'H COSY se establecieron los cuadros de
conectividad de cada protdn con su metino vecinal, observandose una clara complejidad en
el espectro en las regiones entre oy 3.6 a 4.2 ppm y 4.2 a 4.6 ppm donde se localizan la
mayoria de los protones que se encuentran enlazados a &tomos de carbono sin acilacién.
Adicionalmente, en los espectros COSY y TOCSY se determinaron ocho posiciones de
esterificacion debido a la localizacion de sefiales no anoméricas paramagnéticamente

desplazadas a campo bajo que correspondieron a los siguientes protones para la unidad A:
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H, de la ramnosa interna superior (ram, oy 5.93 ppm), H, de la ramnosa intermedia (ram’,

on 6.28 ppm), H, y Hy de la ramnosa terminal (ram”’, oy, 6.31, dng 5.81 ppm) y Hy de la
unidad de glucosa (glu, oy 4.4 ppm); y para la unidad B: H; de la ramnosa intermedia (ram’,

on 6.34 ppm), Hz y Hy de la ramnosa terminal (ram'’, o2 5.99, 044 6.08 ppm) (Figura 58).

FUC on CH,
O

Unidad A

-5A

Ram'-1A
Ram’'-2A
Ram’-2B

am’’-3B

Ram'’-4B
Ram"’

6.2 5.9 5.6 5.3 5.0 47 45

Figura 58. Espectro *H-'H COSY de la purgina I (8). Identificacién de las sefiales no
anoméricas paramagnéticamente desplazadas. Abreviaturas: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa
superior, Ram’ = ramnosa intermedia, Ram’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa, A =
Unidad A de la purgina I, B = Unidad B de la purgina I.

f1 (ppm)
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6.8.2 Empleo de la RMN: HSQC y HMBC

Una vez que se establecieron las asignaciones para los protones de cada unidad
monosacarida en la RMN H, se llevé a cabo la asignacién de las sefiales de *C no
anoméricas mediante la técnica HSQC (Cuadro 9). Posteriormente, se empled la técnica
HMBC para la identificacion de la secuencia de glicosidacion mediante las correlaciones
observadas 'H-"3C entre los protones anoméricos con los carbonos de las unidades
monosacaridas vecinales, mismas que fueron observadas en los purginosidos I-1V (véase
seccidn 6.7.3). Las posiciones de esterificacion se identificaron también mediante la técnica
HMBC una vez que fueron determinados los residuos esterificantes en la purgina I. En este
caso, se llevé a cabo la busqueda de sefiales diagndsticas como se indic6 en el apartado
6.7.3.1, que permitieron identificar a los tres residuos, (2S)-2-metilbutanoilo, trans-
cinamoilo y el n-dodecanoilo (identificado mediante eliminacion por espectrometria de
masas). La diferenciacion de los carbonilos de estos tres residuos acidos que esterifican a
las unidades A y B se realizd a través de las correlaciones observadas a dos enlaces de
distancia (“Jc.) entre las sefiales correspondientes a los metilenos en C, con sus

respectivos carbonilos (C;) en el espectro HMBC (Figura 59).

Una vez que se identificaron los grupos carbonilo, se determinaron las posiciones
especificas de estos residuos nuevamente mediante el andlisis del espectro HMBC, a través
de las correlaciones observadas a tres enlaces de distancia (*Jc.n). Asi, se identifico el sitio
de lactonizacion para el acido jalapindlico en la posicién C, de la segunda unidad
monosacéarida (ram, unidad A) por la correlacion observada entre el C; de la lactona (dc:
173.1 ppm) y el protén H, de la ramnosa interna superior (oy 5.93 ppm). La posicién del
enlace de la aglicona que une la unidad B aciclica con la unidad A macrociclica se
identific en la posicion C,4 de la unidad de glucosa terminal (glu’, unidad A, oy 4.4 ppm).
La posicion para el n-dodecanoilo se determind en C, de la tercera unidad monosacarida
(ram’) en ambas unidades pentasacaridas A y B, debido a las correlaciones observadas entre
sus carbonilos (dc1 173.5 ppm) con el H, de la ramnosa intermedia en la unidad A (dy 6.28

ppm) y en la unidad B (dy 6.34 ppm).
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Figura 59. Espectro HMBC de la purgina I (8). Correlaciones a dos enlaces “Jc.4 entre
los carbonos carbonilicos y los protones alfa metileno o metino de los ésteres. A: Ciag —
HZaABJaI, B: Ciag — HZbABJaI, C: Cipg — HZABDodeca, D: Cia— HzAMba, E: Cig — H25Mba
Abreviaciones: Mba = 2-metilbutanoilo, Dodeca = n-dodecanoilo, Jal = 11-
hidroxihexadecanoilo.

Los grupos (2S)-2-metilbutanoilo se localizaron en las posiciones C, de las
ramnosas terminales en ambas unidades por las correlaciones observadas entre sus
carbonilos (dc1 176.4-175.9 ppm) con el Hy de la ramnosa externa (ram’’) en la unidad A
(04 5.81 ppm) y en la unidad B (o 6.08 ppm). Un grupo trans-cinamoilo (dc; 166.9 ppm) se
identifico en la posicion C, de la ramnosa terminal (ram’’) en la unidad A (dy 6.31 ppm),
mientras, que el otro grupo trans-cinamoilo (dc1 166.4 ppm) se identifico en la posicion Cs

de la ramnosa terminal (ram’’) en la unidad B (oy 5.99 ppm) (Figura 60).
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6.8.3 Empleo de la espectrometria de masas

El andlisis espectrométrico de la purgina | se llevd a cabo mediante el empleo de
dos técnicas de ionizacion, electrospray (EM-ESI) y bombardeo por dtomos acelerados
(EM-FAB) de alta resolucién. Asi, en la EM-ESI se obtuvo el i6n pseudomolecular [M +
Cl] a m/z 2828.5374, correspondiente a la formula molecular C;44H23,0s5, para el producto
natural. Este analisis también permitié detectar los fragmentos [M/2 — H] de m/z
1395.7767 y [M/2 + CI]” de m/z 1431.7643 como resultado de la ruptura del enlace tipo
éster entre las dos unidades que constituyen el dimero (Figura 61). En la EM-FAB™ de la
purgina I, el pico [M/2 — H]™ se observé a una m/z de 1395. El fragmento de m/z 1265
corresponde a la pérdida del residuo trans-cinamoilo con una diferencia de 130 unidades de
masa con respecto al peso del i6n de m/z 1395; el fragmento de m/z 1083 corresponde a la
pérdida del residuo n-dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades de masa con respecto
al ibn m/z 1265; el fragmento de m/z 853 corresponde a las pérdidas sucesivas del éster 2-
metilbutanoilo (CsHgO, 84 u.m.a) y una unidad sacarida de metilpentosa (C¢H1004, 146
u.m.a) con una diferencia de 230 unidades con respecto al i6n de m/z 1083; el fragmento de
m/z 691 corresponde a la pérdida subsecuente de una unidad sacérida de hexosa (CsH100s)

con una diferencia de 162 unidades con respecto al ién de m/z 853.
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Figura 60. Espectro HMBC de la purgina | (8). Identificacion de las posiciones de
esterificacion. A: CiaJal- Hx,Ram, B: CigDodeca — HogRam', C: CiaMba — HiaRam”’, D:
CisMba — HsgRam”, E: C1gCna — HzgRam”. Abreviaciones: Ram = ramnosa superior,
Ram’ = ramnosa intermedia, Ram’’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa, A = Unidad A de la
purgina I, B = Unidad B de la purgina I, Mba = 2-metilbutanoilo, Dodeca = n-dodecanoilo,
Jal = 11-hidroxihexadecanoilo, Cna = trans-cinamoilo.

El fragmento de m/z 545 corresponde a la siguiente pérdida de una unidad sacarida
de metilpentosa (CsH1004) con una diferencia de 146 unidades con respecto al ion de m/z

691. El fragmento de m/z 417 corresponde a las pérdidas sucesivas de una unidad sacérida

f1 (ppm)
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de metilpentosa (C¢H1004) Y agua como producto de la hidrolisis de la macrolactona (18
u.m.a) con una diferencia de 128 unidades con respecto al ién de m/z 545. El fragmento de
m/z 271 corresponde a la pérdida de una unidad sacérida de metilpentosa (CsH1004) con

una diferencia de 146 unidades con respecto al i6n de m/z 417.
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Figura 61. Espectro EM-HRESI de la purgina | (8)

De acuerdo con toda la informacion espectroscdpica y espectrométrica analizada se

propuso la siguiente estructura para la purgina | (8):

1,2""-11-O-a-L-[4-O-(11S-hidroxihexadecanoil)-11-O-a-L-ramnopiranosil-{3-O-(trans-
cinamoil)-4-0-((2S)-2-metilbutanoil) }-(1—4)-0-a-L-{2-O-(n-dodecanoil)-(1—3)-O-B-b-
glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-B-p-fucopira-
nosido]ramnopiranosil-{2-O-(trans-cinamoil)-4-O-((2S)-2-metilbutanoil) }-(1—4)-O-a-L-
{2-O-(n-dodecanoil)-(1—3)-O-B-p-glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-0-a-L-

ramnopiranosil-(1—2)-0-B-p-fucopirandsido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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Cuadro 9. Datos espectroscopicos en la RMN *Hy**C para la purgina I (8)°.

Unidad A Unidad B
posicion® Su ¢ S 8¢
fuc-1 472d(7.0) 104.3 473d(7.0) 104.3
2 4.14 dd (9.5, 7.5) 80.0 4.14 dd (9.5, 7.5) 80.0
3 4.04 dd (9.5, 3.5) 734 4.04 dd (9.5, 3.5) 734
4 3.94d (3.5) 72.9 3.94d (3.5) 72.9
5 3.73 q (6.0) 70.8 3.73q (6.0) 70.8
6 1.49d (6.0) 17.3 1.49d (6.0) 17.3
ram-1 5.50 brs 98.5 5.50 brs 98.5
2 5.93 * 73.6 4,5% 68.2
3 5.02 dd (9.0, 3.5) 69.3 5.02 dd (9.0, 3.5) 69.3
4 4.16 dd (9.5, 9.0) 82.0 4.16 dd (9.5, 9.0) 82.0
5 4.49 dqg (9.5,6.0) 68.9 4.49 dqg (9.5,6.0) 68.9
6 1.63d (6.0) 19.1 1.63d (6.0) 19.1
ram'-1 5.93 * 99.8 5.84 brs 100.3
2 6.28* 73.3 6.34 brs 73.3
3 4.79 m* 79.9 4.79 m* 79.9
4 4.37* 79.1 4.37* 79.1
5 4.37* 68.5 4.37* 68.5
6 1.52 d (6.5) 18.0 1.65d (6.0) 19.0
ram"-1 6.28* 99.8 6.28 brs 103.3
2 6.31* 73.4 5.27 brs 70.0
3 4.79 m* 68.2 5.99 dd (10.0, 3.0) 73.0
4 5.811(9.5) 75.1 6.08 1 (9.5) 71.7
5 4.50dq (9.5, 6.5) 68.1 4.50 dq (9.5, 6.0) 68.1
6 1.65d (6.0) 19.0 1.43d (6.0) 17.9
glu-1 5.09 d (8.0) 105.5 5.10 d (8.0) 105.5
2 3.95 dd (9.0, 7.5) 75.2 3.95 dd (9.0, 7.5) 75.2
3 4.07 dd (9.0, 9.0) 785 4.07 dd (9.0, 9.0) 78.5
4 4.4* 78.3 3.95 m* 71.6
5 3.82 m* 78.1 3.82 m* 78.1
62 4.1* 62.9 4.1* 62.9
6b 4.41* 4.41*
jal-1 173.1 173.1
28 2.26 ddd (15.0, 7.0, 4.0) 34.2 2.26 ddd (15.0, 7.0, 4.0) 34.2
2b 2.47 m* 34.4 2.47 m* 34.4
11 3.84m 82.4 3.84m 82.4
16 0.85* 14.2 0.85* 14.2
dodeca-1 1735 1735
2 2.34t(7.5) 34.6 2.33t(7.5) 34.6
12 0.81t(7.5) 14.2 0.81t(7.5) 14.2
mba-1 176.4 175.9
2 2.52* 42.0 2.431q (7.5,7.5) 42.0
2-Me 1.14d (7.0) 17.0 1.14 d (7.0) 17.0
3-Me 0.901t(7.0) 11.7 0.901(7.0) 11.6
Cna-1 166.9 166.4
2 6.35d (15.5) 118.6 6.59 d (16.0) 118.6
3 7.65 d (16) 145.4 7.85d (16) 145.4

Datos registrados a 500 MHz y 125.7 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacién al TMS. Las
constantes de acoplamiento se encuentran en paréntesis y estan expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos marcados con un
asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d
= sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacion homonuclear *H-*H
(COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-*C (HMQC, HMBC).

®Abreviaciones: fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-hidroxihexadecanoflo, A = Unidad macrociclica, B = Unidad
glicosidica esterificante, mba = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo, hexa = n-hexanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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6.9 Identificacion de las purginas 11y 111

Las estructuras quimicas de las purginas Il (9) y I (10) resultaron ser dimeros de
pentasacaridos del é&cido operculinico B. Cada unidad oligosacarida, unidad A
(macrociclica) y unidad B (glicosidica esterificante) esta constituida por dos unidades de -
glucosa y tres unidades de r-ramnosa y el &cido 11S-hidroxihexadecanoico. Estos dimeros
se diferencian en el tipo de &cido que se encuentra esterificando la posicion C,4 de la unidad
de ramnosa terminal en cada una de sus unidades A y B, (2S)-2-metilbutanoil para la

purgina 11 (9) y el residuo n-hexanoil para la purgina 111 (10).

La identificacion estructural de estos dimeros se realiz6 nuevamente mediante el
analisis de diferentes técnicas espectroscopicas en la RMN mono y bidimensional y en la
espectrometria de masas. Inicialmente, se registraron sus espectros de RMN *H y *3C, y el
analisis de sus sefiales anoméricas de proton (o 4.6 — 6.5 ppm) y carbono (6 95 — 110 ppm)
permitieron deducir la complejidad de sus estructuras, observandose 10 sefiales de
correlacion C-H en el espectro HSQC (Figura 62).
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Figura 62. Espectro HSQC de la regién anomérica de la purgina I (9). "Abreviaciones: Fuc =
fucosa, Ram = ramnosa, Glu = glucosa, A = Unidad macrociclica, B = Unidad glicosidica
esterificante.
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6.9.1 Empleo de la RMN: COSY y TOCSY

El andlisis de los espectros *H-'H COSY y TOCSY permitié el asignamiento de las
sefiales de proton correspondientes a cada unidad monosacarida del ndcleo oligosacarido,
mediante el establecimiento de los cuadros de conectividad de cada uno de los protones con
su metino vecinal correspondiente. Todas las unidades sacaridas de ramnosa de las purginas
Iy 1l (9 y 10) se encuentran aciladas debido a la presencia de sefiales no anoméricas
paramagneticamente desplazadas a campo bajo de acuerdo con las conectividades
observadas en la expansion del espectro COSY. Se llevo a cabo la simulacién espectral a
través del programa MestRe-C para determinar la asignacion correcta de las constantes de
acoplamiento de todos los protones en cada unidad monosacérida (ver figuras XLV y
XLVI, apéndice de espectros). En ambas estructuras diméricas de 9 y 10 se evidenciaron
ocho posiciones de esterificacion que correspondieron a las siguientes posiciones en el
nucleo oligosacarido para las unidades A: H, de la ramnosa interna superior (ram, oy 6.04 —
6.05), H, de la ramnosa intermedia (ram’, dy 6.28 ppm), H, y H, de la ramnosa terminal
(ram’’, dp2 6.32, 6.34 0p4 5.80, 5.83 ppm) y H, de la unidad de glucosa (glu, dy 4.41 ppm);
y para las unidades B: H; de la ramnosa intermedia (ram’, oy 6.34, 6.35 ppm), Hz y Hy de la
ramnosa terminal (ram”, dn2 5.99, ong 6.08, 6.09 ppm) (Figura 63). De estas ocho
posiciones de esterificacion, seis se encuentran ocupadas por los residuos alquilicos de los
acidos (2S)-2-metilbutanoico y n-decanoico (confirmado por espectrometria de masas) y los
residuos aromaticos del &cido trans-cinamico y los dos restantes se encuentran ocupadas
por el éster intramolecular de la macrolactona y el enlace éster que une las dos unidades

oligosacaridas A y B de la estructura dimérica.

6.9.2 Empleo de la RMN: HSQC y HMBC

Posteriormente, se procedio con la asignacion de las sefiales de carbono en la RMN
3¢, auxiliado por la técnica HSQC, a través de las correlaciones *C-'H a un enlace de
distancia ({Jc) (Cuadros 10 y 11). Es importante mencionar, que las sefiales
correspondientes a las posiciones Cs y Cg de cada unidad monosacéarida se confirmaron

mediante la técnica HMBC a través de las correlaciones Cs-H; a tres enlaces de distancia
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(Jer) ¥ Cs-Hs a dos enlaces de distancia (“Jc.+). Adicionalmente, la técnica HMBC

permitio la identificacion de la secuencia de glicosidacion mediante las correlaciones

observadas *3C-'H entre los carbonos anoméricos con los protones de las unidades

monosacaridas vecinales que constituyen el enlace glicosidico (Figura 64).
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Figura 63. Espectro 'H-'H COSY de la purgina Il (9). Identificacion de las sefiales no
anoméricas paramagnéticamente desplazadas. Abreviaturas: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa
superior, Ram’ = ramnosa intermedia, Ram’’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa, A = Unidad A de
la purgina I, B = Unidad B de la purgina I.
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) o 5 o Figura 64. Conectividades C-H a tres enlaces (*Jc.) para el

establecimiento de las secuencias de glicosidacion en las
unidad  purginas Il (9) y 111 (10)
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La Figura 65 ilustra las correlaciones mas importantes que se observaron en los
espectros HMBC de la purgina Il para identificar la secuencia de glicosidacion en ambas
unidades oligosacéridas A y B, el carbono C; de la glucosa superior (6c 104 ppm) con el
Hi1 del &cido jalapinolico en la unidad A (o4 3.86 ppm); el carbono C; (d¢c 98 ppm) de la
segunda unidad monosacéarida (ram) con el H, de la unidad de glucosa (64 3.88 ppm); el
carbono C; (dc ~ 100 ppm) de la tercera unidad monosacarida (ram’) con el Hy de la
segunda unidad monosacérida (ram) (dy 4.17 ppm); el carbono C; (6c 99.8 (A), 103.4 (B)
de la cuarta unidad monosacarida (ram’’) con el H, de la tercera unidad monosacéarida
(ram’) (o4 ~ 4.4 ppm), el C; (6c ~ 105 ppm) de la unidad de glucosa terminal (glu’) con el

Hs de la tercera unidad monosacarida (ram’) (o 4.82 ppm).
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Figura 65. Espectro HMBC de la purgina 11 (9). Identificacién de las posiciones de glicosidacion. A:
C1asGlu — Hyypdal, B: CiagRam — HoagGlu, C: CiagRam’ — HyagRam, D: CiaRam’”’ — HiaRam', E: CigRam”’
—HygRam', F: C155Glu’— HzagRam'. Abreviaciones: Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa intermedia,
Ram’’ = ramnosa inferior, Glu = glucosa superior, Glu’ = glucosa terminal, A = Unidad macrociclica A, B =
Unidad glicosidica esterificante B, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo.
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La asignacion correcta de los carbonos correspondientes a cada uno de los grupos
carbonilo de los sustituyentes que se encuentran acilando los nucleos oligosacéridos se
llevo a cabo nuevamente a través de las interacciones entre el carbono y los protones H; en
posicién alfa al grupo carbonilo, mediante los espectros HMBC, con el objetivo de luego
realizar la localizacién correcta de los acidos y la macrolactona en las estructuras. Asi, para
la purgina 11, la sefial de carbonilo centrado en dc 173.4 ppm se asigné a la lactona y al
enlace de la aglicona entre la unidad B aciclica y la unidad A macrociclica. Las sefiales de
carbonilo centradas en Jc 173.8, 173.6 ppm se asignaron al residuo n-decanoilo de la
unidad A y B, respectivamente, y las sefiales de carbonilo localizadas a dc 176.4 ppm
(unidad A) y a oc 175.9 ppm (unidad B), se asignaron a los residuos (2S)-2-metilbutanoilo.
Las figuras 66 y 67 ilustran la asignacion para los residuos que esterifican la porcion

oligosacarida de la purgina 11 (9).

Figura 66. Correlaciones a dos y tres enlaces >Jc. entre los carbonos carbonilicos y
los protones alfa metileno o metino de los ésteres para la purgina 11 (9)
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Figura 67. Espectro HMBC de la purgina I1 (9).Correlaciones a dos enlaces “Jc.1 entre
los carbonos carbonilicos y los protones alfa metileno o metino de los ésteres. A: Ciag —
HZaABJaI, B: Ciag — szABJaL C: Cia—HyaDeca, D: Cig — HogDeca, E: Cia— HZAMba, F:
Cis — H2gMba. Abreviaciones: Mba = 2-metilbutanoilo, Deca = n-dodecanoilo, Jal = 11-
hidroxihexadecanoilo.

Posteriormente, se llevo a cabo la identificacion de los ésteres que se encuentran
acilando el nucleo una vez asignada la localizacion correcta de los desplazamientos
quimicos de cada grupo carbonilo. Las principales correlaciones **C-'H a tres enlaces de
distancia (*Jc.+) que se observaron en los espectros HMBC de la purginas 11 y 111 entre el
C: (grupo carbonilo) de cada uno de los ésteres con las sefiales protonicas geminales a estos
grupos en los nucleos oligosacéridos son: C; de la lactona (dcy 173.4, 173.2 ppm) vy el

proton H, de la ramnosa interna superior (o4 6.04, 6.05 ppm), C; de la aglicona que une la
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unidad B aciclica con la unidad A macrociclica (dc; 173.4, 173.2 ppm) vy el proton H, de la

unidad de glucosa terminal (glu, unidad A, 4 4.4 ppm) (Figura 68).

CH,OH
HO Q
HO 0o
o)

CH
OWH)

CHy—7~o~ HO o©

Q O
RO
HO OrR O OH
FH2l 2on
/\v HO H
OW
) ) A
0
R/

Figura 68. Correlaciones *C-'H comunes a tres enlaces de distancia (3Jc.4) de la
purginas Il y Il entre el C; (grupo carbonilo) de cada uno de los ésteres con las
sefiales protonicas geminales a estos grupos en los nucleos oligosacaridos

Las correlaciones por HMBC que permitieron identificar las posiciones de
esterificacion en la purgina Il (9) fueron: C; de los grupos n-decanoilo (dc; 173.8, 173.6
ppm) con los H; de la ramnosa intermedia (ram’) a dy 6.28 ppm (unidad A) y a dy 6.34 ppm
(unidad B); C; de los residuos (2S)-2-metilbutanoilo (dc; 176.4-175.9 ppm) con los H, de la
ramnosa externa (ram’’) a oy 5.80 ppm (unidad A) y a 4 6.08 ppm (unidad B); C; de un
grupo trans-cinamoilo (Jdc; 166.9 ppm) con H, de la ramnosa terminal (ram”) a Jy 6.32
ppm (unidad A), y C; del otro grupo trans-cinamoilo (dc1 166.4 ppm) con Hs de la ramnosa
terminal (ram’’) a oy 5.99 ppm (unidad B) (Figura 69). Con respecto a la purgina 111 (10),
los carbonos C; de los grupos n-decanoilo (dc; 173.9, 173.6 ppm) correlacionaron con los
H, de la ramnosa intermedia (ram’) a Jy 6.28 ppm (unidad A) y a dy 6.35 ppm (unidad B);
C; de los residuos n-hexanoilo (dc; 173.6-173.2 ppm) con los H, de la ramnosa externa

(ram'’) a oy 5.83 ppm (unidad A) y a oy 6.09 ppm (unidad B); C; de un grupo trans-
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cinamoilo (dc; 166.9 ppm) con H, de la ramnosa terminal (ram’’) a oy 6.34 ppm (unidad A),
y C; del otro grupo trans-cinamoilo (dc; 166.5 ppm) con Hs de la ramnosa terminal (ram’’)
a oy 5.99 ppm (unidad B).

Ram'-2Bpam 24
Ram -2A Ram'"-4A

Ram”-4B| \ Ram’"-3B

D “E 1166
Cna C-1B g -
Cna C-1A L . ‘ 167
168
169
\ 170
171
172
ey \ A
Jal C-1A~—_ C B . 73
Deca C-1B —_ ' .
Deca C-1A — 174
5 F 175
Mba C-1B —, - 176
Mba C-1A ‘
g F177
z 178
H
6.40 6.30 6.20 6.10 6.00 5.90 5.80
f2 (ppm)

Figura 69. Espectro HMBC de la purgina Il (9). Identificacion de las posiciones de
esterificacion. A: Ciadal— HosRam, B: CiaDeca — HoaRam’, C: CigDeca — HogRam’, D:
CiaCna — HzpaRam”, E: CigCna — HzggRam'’, F: CiaMba — HiaRam”, G: C;gMba —
HssRam’”’. Abreviaciones: Ram = ramnosa superior, Ram’ = ramnosa intermedia, Ram'’ =
ramnosa inferior, A = Unidad A de la purgina I, B = Unidad B de la purgina I, Mba = 2-
metilbutanoilo, Deca = n-dodecanoilo, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo, Cnha = trans-
cinamoilo.

f1 (ppm)
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6.9.3 Empleo de la espectrometria de masas

Las estructuras de las purginas Il (9) y 111 (10) se confirmaron por espectrometria de
masas mediante el empleo de las dos técnicas de ionizacion: electrospray (EM—-ESI) y
bombardeo por atomos acelerados (EM-FAB) y los analisis de esta informacion se
realizaron de la misma manera que se llevé a cabo para la purgina I (8). Asi, para la purgina
11 (9), en la EM-ESI de alta resolucion se obtuvo el pico del ion pseudomolecular [M + CI]™
a m/z 2804.4567 (o + 3.10 ppm), correspondiente a la formula molecular C140H2240s4 para
el producto natural. Adicionalmente, se detectaron los fragmentos [M/2 — H]™ de m/z
1383.7262 y [M/2 + CI]” de m/z 1419.7243, como resultado de la ruptura del enlace tipo
éster entre las dos unidades que constituyen el dimero y el fragmento [M/2 — H — CoHsO]"
de m/z 1253.6816 correspondiente a la pérdida del residuo trans-cinamoilo con una
diferencia de 130 unidades de masa con respecto al peso del ién de m/z 1383.7262 (Figura
70). En la EM-FAB" de la purgina Il, el pico [M/2 — H] se observo a m/z de 1383, mientras
que el fragmento [M/2 — H — CqHgO] " se observd a m/z de 1253. El fragmento de m/z 1099
corresponde a la pérdida del residuo n-decanoilo con una diferencia de 154 unidades de

masa con respecto al ién de m/z 1253.

Intens -MS, 1.3-2.3min #(78-137)

X109 ] m/z[M/2 —H + CI]- = 1419.7243
74191-7243
N i \‘ 20
J

24 s

m/z [M/2 — HI = 1383.7262
1 mzM2-H-CgHOF = w4 JALNATE

1253_681 6 i £ EN i B Al aw i m

1709.9317
m/z [M + CI]- = 2804.4567
TS 2806.4629

. e Ll L, N L
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Figura 70. Espectro EM-HRESI de la purgina Il (9)
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Con respecto a la purgina 111 (10), en la EM-ESI de alta resolucion se obtuvo el pico
del ién pseudomolecular [M + CI]" a m/z 2832.4783 (0 — 0.35 ppm), correspondiente a la
formula molecular C14,H228054 para el producto natural. Adicionalmente, se detectaron los
fragmentos [M/2 — H] de m/z 1397.7474 y [M/2 + CI]” de m/z 1433.7236 como resultado
de la ruptura del enlace tipo éster entre las dos unidades que constituyen el dimero. El
fragmento [M/2 — H — CgHgO] de m/z 1267.7040 corresponde a la pérdida del residuo
trans-cinamoilo con una diferencia de 130 unidades de masa con respecto al peso del i6n
m/z 1397.7474 (Figura 71). En la EM-FAB™ de la purgina Ill, el pico [M/2 — H] se
observo a una m/z de 1397, y el fragmento [M/2 — H — CgHgO] a una m/z de 1267. El
fragmento de m/z 1023 corresponde a la pérdida consecutiva de los residuos n-hexanoilo y
una unidad de metilpentosa con una diferencia de 244 unidades de masa con respecto al i6n
de m/z 1267.
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Figura 71. Espectro EM-HRESI de la purgina 111 (10)

De acuerdo con toda la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada se
propusieron las siguientes estructuras para las purginas 11 (9) y 111 (10):
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Purgina Il (9)

1,2""-11-0-a-L-[4-O-(11S-hidroxihexadecanoil)-11-O-a-L-ramnopiranosil-{3-O-(trans-
cinamoil)-4-O-((2S)-2-metilbutanoil) }-(1—4)-O-a-L-{2-0O-(n-decanoil)-(1—3)- O-B-p-
glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-f-p-
glucopirandsido]ramnopiranosil-{2-O-(trans-cinamoil)-4-O-((2S)-2-metilbutanoil) }-
(1-4)-0-a-L-{2-0O-(n-decanoil)-(1—3)-O-B-p-glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-0-a-

L-ramnopiranosil-(1—2)-O-B-p-glucopiranosido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

o 5 Q {oH
HOCH;
T OH
O\n/\/\/\/\/\/\/\/
o) CH,0H
HO o) o
HO

0

005© oH Q'lon
— HOCH;

OH

OH
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Purgina 11 (10)

1,2""-11-0-a-L-[4-O-(11S-hidroxihexadecanoil)-11-O-a-L-ramnopiranosil-{3-O-(trans-
cinamoil)-4-O-(n-hexanoil)}-(1—4)-0-a-L-{2-O-(n-decanoil)-(1—3)-O-S-b-
glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-f-p-
glucopirandsido]ramnopiranosil-{2-O-(trans-cinamoil)-4-O-(n-hexanoil) }-(1—4)-O-a-L-
{2-0-(n-decanoil)-(1—3)-O-B-p-glucopiranosil}ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-O-B-p-glucopiranésido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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Cuadro 10. Datos espectroscopicos en la RMN *Hy RMN **C para la purgina I1 (9)%.

Unidad A Unidad B
posicién® oH 6C oOH oC
Glu-1 4.91d(7.5) 104.4 4.90d (7.5) 104.4
2 3.88dd (9.5, 7.5) 82.0 3.88dd (9.5, 7.5) 82.0
3 4.171(9.5) 76.6 4.17t(9.5) 76.6
4 4.1dd (9.5, 9.5) 719 4.1dd(9.5,95) 71.9
5 3.85 ddd (9.5, 6.0, 3.0) 78.0 3.85ddd (9.5, 6.0, 3.0) 78.0
6a 430 dd (6.0, 11.5) 62.8  4.30dd (6.0, 11.5) 62.8
6b 4.46 dd (3.0, 11.5) 4.46 dd (3.0, 11.5)
Ram-1 5.59 brs 98.6 5.60 brs 98.5
2 6.04 dd (3.5, 1.0) 735 45* 68.3
3 5.05 dd (3.5,9.5) 69.5 5.05dd (3.5,9.5) 69.5
4 4.17 dd (9.5, 9.5) 81.0 4.17dd (9.5,9.5) 81.0
5 4.46 dq (6.0,9.5) 69.0  4.46 dg (6.0,9.5) 69.0
6 1.58d (6.0) 191 1.6d(6.0) 19.1
Ram'-1 5.94 brs 99.7 584brs 100.2
2 6.28 dd (3.0, 1.0) 728 6.34d(9.5) 73.3
3 4.82dd (3.0,9.0) 79.9 4.82dd (3,9.0) 79.9
4 4.37 dd (9.5, 9.5) 781 4.4dd(9.595) 78.1
5 4.37 dq (9.5, 6.0) 68.4 4.37dq (9.5, 6.0) 68.5
6 1.52.d (6.0) 18.0 1.65d(6.0) 19.0
Ram"-1 6.29 brs 99.8 6.27 brs 103.4
2 6.32dd (3.0, 1.0) 74.2 5.26dd (3.0, 1.0) 69.2
3 4.77 dd (10.0, 3.0) 68.2 5.99dd (10.0, 3.0) 73.0
4 5.80 t (10.0, 9.5) 747 6.081(10,9.5) 717
5 4.45 dq (9.5, 6.0) 68.2 4.5dq(9.5,6.0) 68.2
6 1.67 d (6.0) 19.1 1.43d(6.0) 17.9
Glu'-1 5.11d (7.5) 105.0 5.12d(7.5) 105.5
2 3.96 dd (9.0, 7.5) 75.0 3.95(9.0,7.5) 75.0
3 4.10dd (9.0, 9.0) 78.4  4.06dd (9.0,9.0) 78.4
4 4.41 dd (9.0, 9.0) 78.03 3.96.dd (9.0, 9.0) 71.4
5 3.79.ddd (9.5, 6.0, 3.0) 783 3.79ddd (9.5, 6.0, 3.0) 78.3
6a 4.09 dd (6.0, 10.0) 62.7 4.09dd (6.0, 10.0) 62.7
6b 4.46 dd (3.0, 10.0) 4.46 dd (3.0, 10.0)
jal-1 1734 173.4
2a 2.28 ddd (4.0,7.5,14.5) 344 2.28ddd (4.0,7.5,14.5) 34.4
2b 2.46* 343 2.46* 34.3
11 3.86 m* 82.8 3.86m* 82.8
16 0.83t (7.0) 143 0.83t(7.0) 14.3
deca-1 173.8 173.6
2 2.37t(8.0) 345 2.33t(8.0) 34.5
10 0.81t(7.0) 143 0.81t(7.0) 14.3
mba-1 176.4 175.9
2 2.51tq (6.5,7.0) 415 2.46* 416
2-Me 1.20d (6.5) 17.0 1.13d(7.0) 16.9
3-Me 0.90t (7.5) 11.7  0.81t(7.0) 11.8
hexa-1
2
6
Cna-1 166.9 166.4
2 6.35d (16) 118.7 6.58d (16) 118.6
3 7.65 d (16) 145  7.84d (16) 145

Datos registrados a 500 MHz y 125.7 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al TMS. Las
constantes de acoplamiento se encuentran en paréntesis y estan expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos marcados con un
asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d
= sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacion homonuclear *H-*H
(COSY, TOCSY) y heteronuclear *H-*C (HMQC, HMBC).

®Abreviaciones: fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-hidroxihexadecanoilo, A = Unidad macrociclica, B = Unidad
glicosidica esterificante, mba = 2-metilbutanoilo, deca = n-decanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos en la RMN *Hy RMN **C para la purgina I11 (10)%.

Unidad A Unidad B

posicién” oH oC oH oC
Glu-1 4.91d (7.5) 104.5 4.90d (7.5) 104.5
2 3.89.dd (9.5, 7.5) 82.1 3.89.dd (9.5, 7.5) 82.1
3 4.191(9.5) 76.6 4191t (9.5) 76.6
4 4,07 dd (9.5, 9.5) 71.9 4,07 dd (9.5, 9.5) 71.9
5 3.80 ddd (3.0, 6.0, 9.5) 78.3 3.80 ddd (3.0, 6.0, 9.5) 78.3
6a 430 dd (6.0, 11.5) 62.9 4.30dd (6.0, 11.5) 62.9
6b 4.43dd (3.0, 11.5) 4.43dd (3.0, 11.5)

Ram-1 5.59 brs 98.7 5.59 brs 98.6
2 6.05dd (2.0, 3.0) 73.5 4.5dd (1.0, 3.0) 68.3
3 5.05 dd (3.0, 9.5) 69.5 5.05 dd (3.0, 9.5) 69.5
4 4.17 dd (9.5, 8.5) 81.0 4.17.dd (9.5, 8.5) 81.0
5 4.46 dq (6.0, 8.5) 69.0 4.46 dq (6.0, 8.5) 69.0
6 1.58d (6.0) 19.0 1.61d (6.0) 19.0
Ram'-1 5.94 brs 99.8 5.84d (2.0) 100.2
2 6.28dd (1.0, 3.5) 72.8 6.35dd (1.0, 3.5) 74.2
3 4.83dd (3.5, 9.0) 80.0 4.83dd (3.5,9.0) 80.0
4 4.4dd (9.0, 9.5) 78.0 4.38dd (9.0, 9.5) 78.0
5 4.39dd (9.5, 6.0) 68.5 4.39dd (9.5, 6.0) 68.5
6 1.65d (6.0) 19.0 1.54d (6.5) 18.1
Ram"-1 6.30 brs 99.8 6.28 brs 103.3
2 6.34 dd (1.0, 3.0) 73.3 5.26 dd (1.0, 3.0) 70.0
3 4.80dd (3.0, 9.5) 68.2 5.99 dd (3.0, 9.5) 73.3
4 5.83t(9.5) 75.1 6.09t(9.5) 72.0
5 4.5dd (9.5, 6.0) 68.2 4.45dd (9.5, 6.0) 68.2
6 1.45d (6.0) 17.9 1.68 (6.0) 19.0
Glu'-1 5.11d (8.0) 105.1 5.12d (7.5) 105.6
2 3.96 dd (8.0, 8.5) 75.2 3.96 dd (8.0, 8.5) 75.2
3 4.07 dd (8.5, 8.5) 78.5 4,07 dd (8.5, 8.5) 78.5
4 4.41dd (8.5, 9.5) 79 3.96 dd (8.5, 9.5) 715
5 3.80 ddd (3.0, 6.0, 9.5) 78.1 3.80 ddd (3.0, 6.0, 9.5) 78.1
6a 4.1dd (6.0, 10.0) 63.0 4.1dd (6.0, 10.0) 63.0
6b 4.46 dd (3.0, 10.0) 4.46 dd (3.0, 10.0)

jal-1 173.2 173.4
2a 2.29 ddd (4.0,7.0,11) 34.3 2.30t(8.0) 34.3
2b 2.49 ddd (4.0,8.5,14) 345 2451 (7.5) 345
11 3.85* 82.8 3.85* 82.8
16 0.841(7.0) 14.4 0.82 m* 14.4
deca-1 173.9 173.6
2 2.35t(7.5) 34.6 2.281(7.5) 34.3
10 0.82 m* 14.4 0.82 m* 14.4
hexa-1 173.6 173.2
2 2.431(7.5) 34.6 2.32t(8.0) 34.6
6 0.67 t(7.0) 14.0 0.76 (7.0) 14.0
Cna-1 166.9 166.5
2 6.38d (16) 118.7 6.60 d (16) 118.6
3 7.66 d (16) 145.2 7.86 d (15.5) 145.4

Datos registrados a 500 MHz y 125.7 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm en relacion al TMS. Las
constantes de acoplamiento se encuentran en paréntesis y estan expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos marcados con un
asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan expresados como: s = sefial singulete, brs = sefial ancha, d
= sefial doble, t = sefial triple, m = sefial multiple. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacion homonuclear *H-*H

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

®Abreviaciones: fuc = fucosa, ram = ramnosa, glu = glucosa, jal = 11-hidroxihexadecanoilo, A = Unidad macrociclica, B = Unidad
glicosidica esterificante, deca = n-decanoilo, hexa = n-hexanoilo, cna = trans-cinamoilo.
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7. CONCLUSIONES

7.1 El presente trabajo de investigacion describe el primer estudio quimico de las resinas
glicosidicas intactas de la especie medicinal purgante Ipomoea purga. La
cromatografia de liquidos de alta eficiencia representé una herramienta indispensable
para lograr la purificacion de los oligosacaridos individuales (pentasacaridos y
dimeros tipo-éster) que componen las complejas mezclas de resinas glicosidicas

aisladas del extracto cloroférmico del material vegetal en estudio.

7.2 La resonancia magnética nuclear y la espectrometria de masas fueron las técnicas
analiticas utilizadas para la caracterizacion de las estructuras moleculares de los
oligosacéridos en estudio. Los nucleos glicosidicos se caracterizaron como: el &cido
operculinico A (11-O-g-p-glucopiranosil-(1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-
[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-#-p-fucopirandsido  del
acido (11S)-11-hidroxihexadecanoico) y el &cido operculinico B (11-O-f-p-
glucopiranosil-(1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—4)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-#-p-glucopirandsido  del acido (11S)-11-
hidroxihexadecanoico). EI empleo de técnicas degradativas como la saponificacion
permitié la identificacion de los acidos isobutirico, 2-metilbutirico, n-hexanoico, n-
octanoico, n-decanoico, n-dodecanoico y cinamico como los residuos acilantes de los

acidos glicosidicos.

7.3 Utilizando las técnicas en la cromatografia de liquidos en fase reversa (columna Cig,
MeOH como fase mdvil) como el corte de nucleo, el rasurado de picos y el reciclaje
de la muestra, se obtuvieron siete glicolipidos novedosos, los purgindésidos I-1V (4-
7) y las purginas I-111 (8-10), mismos que componen las resinas glicosidicas
solubles en cloroformo de las partes aéreas del material en estudio. La cromatografia

de liquidos permitio resolver la mezcla compleja de resinas glicosidicas con una
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homogeneidad cromatogréafica (>95%) adecuada para el registro de sus propiedades

fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.

7.4 El empleo de diferentes técnicas en la resonancia magnética nuclear mono (*H y *3C)
y bidimensional (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY y ROESY), en conjunto a
la espectrometria de masas por bombardeo con atomos rapidos (FAB) y electrospray
(ESI), permitio la elucidacion estructural de estas nuevas moléculas con una compleja
estructura. Los purginosidos | - IV (4-7) resultaron ser monomeros constituidos por el
nacleo pentasacarido del &cido operculinico A, mientras que la purgina | (8) se
identific6 como un dimero tipo éster del acido operculinico A. Las purginas Il (9) y
Il (10) representan estructuras diméricas constituidas por dos unidades

pentasacaridas del acido operculinico B.

7.5 Lalocalizacion de la aglicona de la macrolactona se establecio en la posicién C, de la
segunda unidad monosacarida (ram) para toda la serie de los purginésidos I-1V y
para las purginas | — 111 (8-10). La posicién del éster que une las dos unidades Ay B

de las purginas I-111 se establecio en la posicion C, de la unidad de glucosa terminal.

7.6 En todos los lipooligosacéridos aislados se observaron residuos &cidos esterificando
sus nucleos oligosacaridos, principalmente en las posiciones C, de la tercera unidad
monosacéarida (ram) y las posiciones C, 6 C3 y C4 de la unidad de ramnosa terminal
(ram'’) identificados como el n-decanoilo, n-dodecanoilo, el trans-cinamoilo, el (2S)-

2-metilbutanoilo y el n-hexanoilo.

7.7 Todos los purgindsidos obtenidos de la especie Ipomoea purga son novedosos, y las
principales diferencias entre ellos radican en el tipo de sustituyente acilante de las

posiciones C, 60 C3 y C4 de la unidad de ramnosa terminal (ram’’) por los residuos
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trans-cinamoilo, el (2S)-2-metilbutanoilo y el n-hexanoilo. Los purginosidos I-11 y
la purgina | se describieron como resultado del presente trabajo de investigacion en
el Journal Natural Products (Castafieda-Gomez J, Pereda-Miranda R. (2011). Resin
Glycosides from the Herbal Drug Jalap. J. Nat. Prod. 74: 1148-1153).

7.8 Las purginas I1-111 representan los primeros ejemplos de dimeros tipo éster del acido
operculinico B. La principal diferencia entre ellas se encuentra en el tipo de
sustiyente acido que se encuentra acilando la posicion C4 de la ramnosa terminal, por

el 2S-2-metilbutanoilo o por el n-hexanoilo.
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Figura XI1X. Espectro de RMN **C (100 MHz, CsDsN) del purginésido 1V (7)
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Figura XLIV. Simulacién del espectro de RMN ‘H de la purgina I para la zona de
5.20 a 6.40 ppm (8). A: Seccion del espectro experimental (500 MHz), B: seccién del
espectro simulado (MestRe-C). La comparacion se realiza con los espectros
individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de ramnosa. Cada
color es asignado para diferenciar a cada unidad de azucar. Las letras A y B denotan
la unidad monomeérica en donde se localizan las respectivas unidades de azucar y H,
denota las posiciones exactas en cada unidad sacarida.
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espectro simulado (MestRe-C). La comparacion se realiza con los espectros
individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de ramnosa. Cada
color es asignado para diferenciar a cada unidad de azucar. Las letras A y B denotan
la unidad monomérica en donde se localizan las respectivas unidades de aztucar y H,
denota las posiciones exactas en cada unidad sacarida.
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Figura XLVI. Simulacion del espectro de RMN *H de la purgina I11 para la zona de
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espectro simulado (MestRe-C). La comparacion se realiza con los espectros
individuales simulados por iteracion para cada una de las unidades de ramnosa. Cada
color es asignado para diferenciar a cada unidad de azucar. Las letras A y B denotan

la unidad monomérica en donde se localizan las respectivas unidades de azucar y H,
denota las posiciones exactas en cada unidad sacarida.
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