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1. Introduccion

Aunque no se sabe a ciencia exacta cuando fue que se empezaron a utilizar las plantas medicinales,
como podriamos imaginar se dio en todas las culturas a la vez, mientras buscaban alguna manera
de sanar o quizd asociadas con algun ritual magico-religioso, las posibilidades son muchas; lo mas
factible es pensar que los descubrimientos fueron fruto de la serendipia, hallazgos afortunados, en

la busqueda de alimentos.

Histéricamente, las plantas han sido una fuente importante en la obtencién de fdrmacos y
compuestos biodindmicos para su desarrollo en nuevos agentes fitofarmacéuticos como base de

prototipos estructurales para la produccion de nuevos compuestos semisintéticos (1).

En este campo, México es considerado “megadiverso” y por tanto, tiene mucho que compartir con
el mundo; ya que es un pais muy rico en especies vegetales ya que es poseedor del 10% de

diversidad mundial de especies, y situado en el quinto lugar en cantidad de plantas vasculares (2).

Los géneros Ipomoea, Convolvulus, Operculina y Cuscuta que pertenecen a la familia Convolvulaceae
son de distribucién cosmopolita y se distinguen por sus actividades medicinales, alucinégenas
(rituales religiosos) y citotdxicas, por otra parte, la actividad purgante de algunos miembros del

género Ipomoea se debe a su alto contenido de resinas glicosidicas (3).

Una resina glicosidica, desde el punto de vista quimico, es una molécula que pertenece a la clase de
compuestos denominados como glicolipidos o lipooligosacaridos. Estos compuestos de alto peso
molecular son de naturaleza anfipatica, es decir, solubles en disolventes polares (metanol) y
aproticos no polares (cloroformo) y caracteristicos de la familia de las convolvulaceas. La porcidn
hidrofilica estd constituida por la glicona formada por una variedad de monosacaridos (hexosas y
metilpentosas) de su esqueleto oligosacérido (hasta siete para sus nucleos glicosidicos). La porciéon
hidrofébica o aglicona la constituye un acido graso, principalmente el acido jalapindlico (11S-
hidroxihexadecanoico) que forma un enlace glicosidico en la porcidn reductora del oligosacarido y
establece un macrociclo a través de la esterificacion del nucleo oligosacdrido. También, las

propiedades anfipaticas de estos azlcares complejos se encuentran asociadas a las cadenas
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alifaticas de diversos tamafos que esterifican al nucleo oligosacéarido incrementando su solubilidad

en disolventes apolares como el hexano y el cloroformo (3).

Se ha encontrado que las resinas glicosidicas de algunas especies del genero Ipomoea poseen una
actividad citotéxica marginal (4). Sin embargo, la mayoria de los compuestos inactivos como agentes
citotéxicos ejercen una potente accidn in vitro de reversién del fenotipo resistente a farmacos en
células procaridticas (por ejemplo Staphyloccocus aureus y Salmolella enterica sv. typhi) y
eucarioticas [células humanas de cancer de mama resistentes a vinblastina (MCF-7/Vin)]. También,

se han descrito fitotoxicidad y actividades espasmogénicas, entre otras (3) (6).

La dificultad en la caracterizacion de estos metabolitos radica en que ningiin método cromatografico
convencional, exceptuando la cromatografia de liquidos (HPLC), en el modo de reciclaje (3),
proporciona una adecuada separacion de los constituyentes individuales de los extractos
poseedores de resinas glicosidicas, y esto se debe a que la variacién entre ellas muchas veces sea
en un solo sustituyente, haciendo que la separacién mediante métodos convencionales se haga
imposible, es por eso que el desarrollo de métodos analiticos basados en HPLC es de vital

importancia en el campo de investigacidn de las resinas glicosidicas.
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2. Antecedentes

2.1 Familia Convolvulaceae.

También conocida como la familia de "Morning Glories" (las glorias de la mafana) en el idioma

inglés, debido a la tendencia de las especies ornamentales a florecer durante la mafiana, donde

muestran su esplendor unas pocas horas antes de que caigan sus pétalos; sus miembros también se

conocen como "campanitas" en algunos lugares, y hace referencia a la forma acampanada del caliz

que tienen las flores.

El nombre de la familia proviene del latin "convolvo", que significa "entrelazarse", y se refiere

precisamente al modo en que sus miembros suelen crecer, en forma de enredadera. (3).

Esta familia consta de aproximadamente de 50 a 60 géneros y a su vez contiene de 1600 a 1700
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especies; y es de distribucion cosmopolita, es decir, puede
proliferar en ambientes muy variados, ademas de poseer

especies endémicas en cada continente. (5).

Esta familia incluso estd ilustrada en uno de los manuscritos
mas antiguos y representativos que se conocen sobre plantas
medicinales en el nuevo mundo y que data del siglo XVI. Se
trata del Manuscrito de De la Cruz-Badiano (figura 1) y son 7
las especies pertenecientes a la familia de las convolvuldceas
que aparecen en dicho tratado que describe las propiedades

curativas de las plantas empleadas entre los aztecas con una

Figura 1 llustracién de Ipomoea purga, descripcidn en latin de sus propiedades curativas asi como los
ingrediente utilizado como purgante en
la medicina prehispanica, conocida como

cacamotli tlanoquinoni.

remedios que se preparaban con las mismas (6).

La caracteristica anatdmica mds notable de éstas es poseer células secretoras de resinas glicosidicas,

en sus tejidos foliar y radicular. Dichas glicorresinas se encuentran confinadas a esta familia, y sirven
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como un importante marcador quimiotaxondmico. Estos compuestos son responsables de la

marcada actividad purgante de la familia (5).

Aunque la familia es mejor conocida por sus especies en clima templado (ej. Calystegia,
Convolvulus), muchas variantes tropicales son valoradas como plantas de ornato, medicinales y
como alimento. (7). Los miembros tipicos de la familia son enredaderas perennes, con hojas

actinomarficas, gamopétalas y pentameras, y muchos miembros poseen alcaloides del ergot. (13)

Hablando mads concretamente de nuestro pais, encontramos que en México hay 15 géneros y 217
especies; al observar el patrén de distribucidn que tiene esta familia, se ha llegado a la conclusion
de que tiene un origen bastante antiguo, anterior a la separacidon de Gondwana y el aislamiento de
México desde el Paleoceno, al parecer, dio lugar a muchas subgéneros y especies propios de esta

tierra y de ahi el alto endemismo de las especies de esta familia en México (7).

2.2 El género Ipomoea.

El nombre de este género viene de las raices griegas "ips" o "ipos", que significa "enredarse" o
"enredadera" y "homoios" que significa "similar a" o "semejante a", y esto alude a la manera en la
que crecen la mayor parte de sus especies, en forma de enredadera (8). La familia de las
convolvulaceas comprende unas 1650 especies, predominantemente tropicales, y de éstas, el
género Ipomoea consta aproximadamente de 500 a 600 especies, siendo éste el mas abundante.
Aunque predominan las especies tropicales, algunas alcanzan zonas templadas. Las especies de este
género se encuentran distribuidas predominantemente en centro y Suramérica y territorios

tropicales de Africa (9).

2.2.1 Usos tradicionales

Algunas especies de éste género, desde tiempos inmemoriales, han sido utilizadas para diversos
propdsitos como nutricional, medicinal, ritual o para la agricultura y el conocimiento ethomédico
de las mismas, han servido para la adecuada seleccidn de plantas y su evaluacién en numerosos

estudios quimicos (6).
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Cuando nos referimos a algunas especies representativas de este género, es necesario hablar de
Ipomoea batatas (L.) Lam. Esta especie aparecio en América central, en donde se domestico y pasé
a formar parte del cultivo de los pueblos nativos del continente y posteriormente consumida en
todo el mundo, a partir de su introduccién por los conquistadores espafioles en Europa (10); por
otra parte, la especie . aqudtica Forsk es consumida como alimento en Sri Lanka, Hong Kong, Taiwdn
y China; esta especie es una de las fuentes mas ricas en carotenoides y clorofilas y las hojas
contienen la mayoria de los aminoacidos esenciales, comparables con otros alimentos como la soya,
subrayando asi la importancia de esta especie como posible complemento alimenticio, ademas, es
también fuente de bioelementos tales como el calcio, magnesio, hierro, zinc y cobre. Otras especies
de Ipomoea son utilizadas también como alimento, como son l.alba L.y también I. albivenia (Lindl.)
Sweet (9). Asimismo, es posible mencionar al Xonequi de México, un platillo tipico de la regidn de
Xico en Veracruz que es elaborado con frijoles, bolas de masa y una aromatica planta de la que
recibe el nombre (la especie corresponde a I. dumosa). Muchas otra especies de Ipomoea, asi como
otros miembros de las convolvuldceas, han sido utilizadas por sus propiedades fitotdxicas, como es
el caso de [. tricolor, que se utiliza en México por agricultores para combatir el crecimiento de

algunas plantas indeseables (6).

Debido a que muchas especies de Ipomoea contienen alcaloides del ergot, éstas son utilizadas
también como alucinégenos, y en algunas culturas precolombinas, se utilizaron en los rituales
magico-religiosos para adquirir estados alterados de conciencia que les permitieran hacer
‘e I . . . -

adivinaciones”. Finalmente, numerosas especies de Ipomoea han sido utilizadas en la medicina
tradicional de un gran nimero de paises para el tratamiento de una variedad de enfermedades,
siendo uno de los usos mas comunes, el de las raices de las ipomoeas, para tratar la constipacion y

como purgantes drasticos (6).

2.2.2 Quimica y actividades bioldgicas.

Las primeras resinas aisladas de una fuente mexicanay cuya estructura se caracterizé integramente
fueron las llamadas "tricolorinas" de Ipomoea tricolor, mismas que se evaluaron en ensayos in vitro
de fitotoxicidad, encontrando que la tricolorina A era activa (6) (figura 2). Estudios posteriores
pudieron establecer que habia una relacién entre su estructura con la actividad, al parecer, las
resinas actian como desacopladores en la cadena de electrones a nivel membranal, y que la
presencia de la macrolactona intramolecular es clave, ya que su hidrdlisis esta asociada

directamente con la pérdida de su bioactividad (11, 6). También se ha visto, que el tamafio de la
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macrolactona no tiene relacion con su actividad antibacterial mientras que otros estudios sobre
el mismo tema afirman que la mayor actividad bactericida coincide con su mayor caracter
lipofilico, caracteristica que cambia con sus similares hidrofébicos. En cuanto a su actividad
moduladora en laresistencia a fadrmacos, se sabe que el caracter anfipatico de estos metabolitos
facilita su entrada en las células, asi como su interaccion con las bombas de extrusion
responsables de la eliminacion del farmaco fuera del citoplasma para mantener la

concentracién por debajo de la toxicidad (12).

H 1: Ry =OH,R,=H, Ry =mba
2: R, =OH.R,=H.R;=iba
3: Ry =OH,R>=H, R;=nla<(-)
5: R; =H,R;=0H, Rz =mba
H
Me Me - Me
b N\ Y - P .
wa = o=l mba ~Et= C=CO P37 > CO
H cO E
Me
HQ -0 HO CcO
| e € Gy \c— c/
nla<-) {d N\ Me nla(+)= Me™/ \H
Me H H Me

Figura 2. Tricolorina A y algunos derivados (6).
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En el cuadro 1 se resumen las principales actividades bioldgicas descritas para algunas especies

representativas del género Ipomoea:

Cuadro 1. Especies de Ipomoea con actividad bioldgica.

I ctanc
I. wolcottiana
1. pausiflora
I. orizabensis
|. pes-caprae
I. tricolor
1. intrapilosa
I. murucoides
I. batatas
. purga
I. alba
I.stimulans
l. squamosa
. purpurea
I. acquatica
I. campanulata
I. cairica
I. digitata
I. indica
1. nil
1. asarifolia
l. carnea
1. leptophylla
. muricata
1. stolinifiera

Afrodisiaco

Alucinégeno

Analgésico. 3
Antcancerigeno
Antidiabético . °
Antidoto 8 8 |9
Antifungico
Anti-
hipertensivo
Anti-inflamatorio .
Antipirético 3
Citotoxicas. o e | e | o | o . .
Coagulante
Colagdgo
Diurético
Fitotoxica o .
Fitotdxica
Galactogogo .

Infecciones

cutdneas

Modulador de
resistencia a .

farmacos.
Otros usos 4 5 6
1

Purgante . . . .

1. Sanar huesos rotos. 2. Su humo se usa contra los nervios, y la raiz contra el malestar estomacal y como ténico.3. Preparaciones en
glicerol de la droga cruda se usan contra la faringitis, y las preparaciones Gticas contra la otitis externa.4. Antihelmintico, epilepsia,
hidrocefalia, meningitis. 5. Reumatismo. 6. Sifilis. 7. S6lo una variante que se usa en Japdn. 8. Antidoto contra veneno de algunos
alacranes. 9 Antidoto contra veneno de algunas serpientes. 10. SIDA. 11 Crisis epilépticas, sedante, antiespasmadico. (9)
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2.3 Resinas glicosidicas y complejidad estructural.

Son derivados glicosilados de dcidos grasos de 14 y 16 atomos de carbonos mono y dihidroxilados;
las cuales poseen la caracteristica de ser anfipdticas, es decir, que tienen una porcion hidrofébica,
debido a la presencia de agliconas de dcidos grasos, y una parte hidrofilica, dada por la parte

sacdrida de la molécula (3).

La parte sacdrida estd compuesta por un esqueleto de no mas de 6 unidades monosacaridas; los
monosacaridos encontrados son D-glucosa y epimeros de pentosas (L-ramnosa, D-fucosa, D-
quinovosa y D-xilosa), en su forma de piranosa. El enlace O-glicosidico, se encuentra entre los
monosacaridos y también ligando con la aglicona; también se ha observado que hay unidades
disacaridas altamente conservadas, como son L-Rha-(1->2)-D-Fuc, L-Rha-(1->4)-L-Rha, D-Glc-(1->2)-
D-Fuc. La complejidad estructural de estos metabolitos deriva del hecho de que existen varias
formas de combinaciones entre las posiciones de los enlaces, por ejemplo, hay enlaces (1-2),
(1-3), (1-4) y (1->6), ademas existe una amplia gama de acidos alifaticos de cadena corta que
también se han encontrado unidos a la cadena sacarida, como son el acético (ac), propidnico (pa),
n-butirico (ba), isobutirico (iba), (2S)-metilbutirico (mba), (—)-(2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbuturico
(acido nihilico, nla), y tiglico (tga), también se han encontrado &cidos arilalquilicos como el (E)-
cindmico (ca), y acidos grasos saturados de distintas longitudes, como el n-hexanoico (hexa) o
caproico, el n-octanoico (octa) o caprilico, n-dodecanoico (dodeca) o laurico, n-hexadecanoico
(hexadeca) o palmitico, n-octadecanoico (octadeca) o estedrico y el n-eicosanoico (eicosa) o
araquidico son algunos de los residuos mds comunmente encontrados esterificando los nucleos
oligosacdridos. La mayoria de estos nucleos oligosacaridos, contienen como aglicona al acido
jalapindlico, (acido 11S-hidroxihexadecanoico), que siempre se encuentra en forma de lactona
macrociclica, abarcando dos o mas unidades sacdridas del esqueleto oligosacarido, y es
precisamente esta caracteristica la que confiere a este tipo de moléculas una mayor diversidad

estructural al haber varios posibles sitios de unién dentro de un mismo ntcleo (3).

2.3.1 Algunas clasificaciones de las resinas glicosidicas.

Se pueden clasificar en dos grupos, de acuerdo a su solubilidad en éter: jalapina (soluble) y
covolvulina (insoluble), y también de acuerdo al tamario de sus nucleos oligosacaridos: disacaridos
(como resindsido cuscutico A de Cuscuta chinensis o la muricatina B de /. muricata), trisacaridos
(como los acidos cuscuticos A;-A; o el acido tricolorinico C, de I. tricolor), tetrasacaridos (como los

acidos cuscuticos A al D, o el merremdsido | de Merremia mammosa (lour), pentasacaridos (como
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el acido arborecinico, de I. arborescens) , hexasacaridos (por ejemplo el acido lonchofilico de /.
lonchopylla J. Black y el 4cido operculinico, de I. operculata), y por ultimo, los oligémeros tipo éster

( como las batatinas |, I, lll y IV de L.batatas, o la merremina de Merremia hungaiensis) (3).

2.4 Etnobotanica de Ipomoea wolcottiana

Ipomoea wolcottiana es también conocido como cazahuate verde, ozote, cazahuate veracruzano o
simplemente cazahuate, se trata de un drbol pionero (es decir, que requiere de luz solar y es capaz
de crecer en condiciones de abandono, donde se ha eliminado la vegetacion) y se distribuye a lo
largo de la costa occidental de México, desde Sonora hasta Chiapas, con ciertas poblaciones que
alcanzan el centro de México en los estados de Veracruz, Puebla y Morelos (13), la figura 3 muestra

como se distribuye la planta en el estado de Veracruz.
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Figura 3. Ipomoea wolcottiana y su localizacién en Veracruz.

Los individuos adultos miden entre 3 y 13 metros de altura y presentan troncos relativamente
grandes (aproximadamente 78.8 cm de didmetro), que ramifican desde la base cuando se

encuentran en un suelo muy soleado. Los drboles, al ser pioneros son facilmente encontrados en las
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orillas de los caminos y en general en suelos perturbados, son muy escasos en el interior de la selva
por su condicion helidfita. La produccion de hojas ocurre durante la época de lluvias entre los meses
de Junioy Noviembre, y la floracién inicia normalmente con la temporada de hojas secas que ocurre
de Diciembre a Enero y termina hacia el mes de Marzo. Esta especie también posee flores
gamopétalas con 5 anteras y un estigma, abren durante la noche y cierran durante la mafiana como
muchos otros miembros de la familia. Las figuras 4 y 5 ilustran individuos adultos de la especie /.

wolcottiana en su ambiente natural y en floracién, respectivamente.

Figura 4. Arbol de Ipomoea wolcottiana en un terreno baldio en Veracruz.
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Figura 5. Flores de Ipomoea wolcottiana.

2.5 Métodos cromatograficos para la separacion de resinas glicosidicas.

La cromatografia es un método usado principalmente para la separacién de componentes de una
muestra, en la cual dichos componentes se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es llamada
estacionaria y la otra movil; la fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido retenido en un
solido o un gel; esta fase estacionaria puede estar en forma pelicular o como una capa. La fase movil
puede ser gaseosa, liquida o también un fluido supercritico. Las resinas glicosidicas, presentan una
gran dificultad para su aislamiento, ya que habitualmente se presentan en forma de mezclas
complejas de homoélogos de polaridad similar, que difieren la mayor parte del tiempo en las
posiciones de acilacidn del nucleo oligosacarido, de manera que por métodos como columna abierta

o placa preparativa no es posible lograr su separacion, ni su purificacion (3)(14).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una buena técnica para resolver el problema que
estas complejas mezclas de oligosacdridos suponen. Las variantes de esta técnica que han permitido
mejorar el resultado de las purificaciones de estos complejos oligosacaridos son la aplicacién del
n H n n 4 n I3 .z 7 .
rasurado de pico" y el "corte de nucleo" asi como también el empleo de una valvula especialmente

adaptada al equipo de CLAR (figura 6) para hacer que el disolvente con la mezcla de analitos circule

11
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de nueva cuenta en la columna en lugar de salir directamente del cromatdgrafo; este proceso brinda
un aumento en la cantidad de platos tedricos a los que la muestra es sometida, mejorando asi la

separacion y purificacion (32).

Figura 6. Valvula de reciclaje de 3 posiciones.

12



Justificacién y Objetivos

3. Justificacion

Debido a las actividades bioldgicas demostradas para las resinas glicosidicas y a la falta de estudios
guimicos sobre la composicién de los glicolipidos del cazahuate veracruzano, Ipomoea wolcottiana,
es necesario contar con una metodologia experimental adecuada para lograr la purificacidn a nivel
preparativo de estos principios y posteriormente caracterizar la estructura molecular de nuevos
metabolitos potencialmente activos y, de esa manera, contribuir al conocimiento de la diversidad

estructural de esta clase de metabolitos poco estudiados.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Desarrollar una metodologia adecuada para el aislamiento, la purificacién y la caracterizacion
estructural de metabolitos secundarios activos provenientes de subfracciones del extracto

cloroférmico de I. wolcottiana, con objeto de purificar subfracciones de composicion compleja.

4.2 Objetivos particulares

e Realizar una segunda separacion de la fraccién cloroférmica del fraccionamiento primario, con
el objetivo de simplificar su composicién mediante cromatografia en columna abierta.

e Realizar controles cromatograficos en capa fina para separar las subfracciones similares.

e Establecer las condiciones analiticas necesarias para obtener cromatogramas adecuados de las
subfracciones y determinar la subfraccién de trabajo adecuada.

e Realizar los derivados necesarios con objetivo de obtener fracciones lipofilicas para su analisis
mediante HPLC.

e Comparar entre los derivados elaborados y establecer la mejor forma de trabajo entre ellos.

e Realizar el escalamiento a nivel preparativo de las fracciones elegidas.

e Realizar la separacién y purificacién de los componentes dentro de las fracciones elegidas.

e Realizar la elucidacion estructural de las moléculas aisladas por medio de los correspondientes

analisis espectrométricos y espectroscopicos.

13
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5. Parte experimental

5.1. Determinacion de los espectros de RMN y EM

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno (*H) y de carbono-13 (3C) se
generaron en los equipos Varian, modelos VNMRS y MR, operando a una frecuencia de 400 MHz en
'H y 100 MHz en 3C. Se utilizé piridina deuterada (CsDsN) y los desplazamientos quimicos (8) se
expresaron en partes por millon (ppm) utilizando como referencia interna la senal del
tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masas se registraron en un aparato JEOL SXIO mediante el
método de ionizacidén por bombardeo con dtomos acelerados (EM-FAB) en el modo negativo sobre

una matriz de trietanolamina.
5.2 Métodos cromatograficos

Los procedimientos seguidos durante este trabajo consistieron en la aplicacidn de la cromatografia
en columna abierta, utilizando una columna de vidrio de 80 cm de largo y 9.5 cm de didmetro,
empacada con gel de silice 60 Merck F54 0.063-0.200 mm. Se utiliz6 una mezcla de disolventes de
polaridad creciente comenzando por hexano, pasando por diclorometano y terminando con
metanol, con el objetivo de separar distintos componentes de la fraccién con base en sus
polaridades. La reagrupacién en fracciones de composicion similar se realizé mediante un analisis
en cromatografia en capa delgada, utilizando placas (4 x 10 cm) recubiertas de gel de silice F254
Merck. Las placas cromatograficas resultantes fueron reveladas mediante el rociado homogéneo de
una mezcla de H,SOs-sulfato cérico, como agente cromdgeno, y se calentaron sobre una parrilla de

calentamiento, cuya temperatura aproximada fue de 80°C.

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (Millipore Corp., Waters Chromatography
Division, Miliford, MA, USA) esta constituido por una bomba (Waters 600) adaptada con una valvula
de reciclaje de muestra y un detector de indice de refraccion (Waters 410), integrados a un equipo
de computo (Pentium 4, Windows XP, marca Dell). El control del equipo, la adquisicidn, el proceso
y la manipulacién de la informacidn cromatogréfica se realizé mediante el software Empower 2. Las
condiciones analiticas en el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién se determinaron en una
columna Symmetry de fase reversa C-18 (4.6 mm de didametro interno, 250 mm de longitud, 5um

de tamaiio de particula). El escalamiento a nivel preparativo, asi como la purificacion de los

14
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compuestos, se llevaron a cabo en una columna de fase reversa Symmetry C-18 (19 mm de didmetro

interno, 300 mm de longitud, 7 um de tamafio de particula).

5.2 Material vegetal.

Las flores secas de Ipomoea wolcottiana (1103.3 g) fueron colectadas en el municipio del Carrizal,
Emiliano Zapata, estado de Veracruz. La colecta del material fue hecha en el mes de Octubre de
2005 por la Dra. Blanca Nader y clasificada por el Biélogo Roberto Ortega Ortiz de la Universidad

Veracruzana.

5.3 Obtencidn de las resinas glicosidicas.
El material seco y pulverizado se sometié a una extraccion con cloroformo mediante un proceso de
maceracion en periodos de 3 dias durante 3 semanas. Una vez concluido el tiempo de maceracion,

la solucion se filtrd y el disolvente se eliminé a presidn reducida. Se obtuvieron 100.44 g de extracto.

5.3.1 Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico.

El fraccionamiento primario del extracto cloroférmico se realizd mediante cromatografia en
lcolumna abierta sobre gel de silice. La elucién se inici6 con cloroformo incrementandose
gradualmente la polaridad (5% MeOH en eluatos de 1 L), terminando con metanol. Se obtuvieron
54 fracciones primarias que fueron comparadas mediante CCF para reunir las semejantes y obtener

9 subfracciones. La figura 7 muestra las fracciones que contienen oligosacaridos.

i.
‘ ¥
0 ‘
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Figura 7. Placa cromatografica que muestra las fracciones ricas en resinas glicosidicas. 1. Referencia de I.murucoides. | a IX fracciones
obtenidas del fraccionamiento primario del extracto cloroférmico de las hojas de I. wolcottiana donde las flechas apuntan a las fracciones

ricas en oligosacéridos.
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5.3.2 Fraccionamiento secundario de la subfraccion Vy VI
Tomando como referencia la CCF de las fracciones, se decidié unir las fracciones Vy VI en una

sola fraccidn, cuyo peso final fue de 28.35 g.

Ref fr30-40

Figura 8. Placa cromatografica de referencia de I. murucoides vs fracciones de /. wolcottiana (CHCls—MeOH 8:2).
El fraccionamiento secundario de la fracciéon 30-40, se realizdé con una columna abierta de 80
cm de largo y 9.5 cm de didmetro y empacada con gel de silice 60 Merck Fs40.063-0.200 mm,
se colectaron fracciones de 1 L con incrementos graduales de polaridad de 5%, comenzando
con 100% cloroformo y terminando con 100% metanol. Se obtuvieron 117 subfracciones y
mediante un control cromatografico en capa fina se determiné que sdlo las subfracciones de

28-32 contenian resinas glicosidicas (Figura 9).

R 28 29 30 31 32 33

Figura 9. Placa cromatografica de las fracciones con resinas glicosidicas (CHCl;—MeOH 80:20).
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5.4. Identificacion de las subfracciones de trabajo mediante CLAR.

Las subfracciones elegidas (de la 28 a la 32) se inyectaron a nivel analitico en el cromatdgrafo de
liquidos de alta resolucién (CLAR). Las condiciones ensayadas fueron: ACN 100%, siguiendo con 75%
de ACN y 25% de H,0; posteriormente, se probd con 75 % de ACN y 25% de MeOH y finalmente
MeOH 100%. Se eligid este ultimo disolvente como fase mdvil, utilizando una columna analitica Cis

Symmetry. Todo lo anterior se realizd siguiendo un esquema isocratico manual.

Las condiciones finales de analisis fueron las siguientes: volumen de inyeccién de 10 plL;
concentracién de la muestra de 10 mg/50 pL y un flujo de 0.4 mL/min, para obtener los

cromatogramas que se ilustran en las figuras 10 a la 14.
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Figura 10. Cromatograma a nivel analitico de la subfraccion Iw28.
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Figura 11. Cromatograma a nivel analitico de la subfraccion de Iw29.
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Figura 12. Cromatograma a nivel analitico de la subfraccion Iw30.
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Figura 13. Cromatograma a nivel analitico de la subfraccion Iw31.
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Figura 14. Cromatograma a nivel analitico de la subfraccién lw32.

De acuerdo a los cromatogramas obtenidos, se optd por trabajar con las fracciones Iw29 e Iw30 con
un rendimiento de 12.9% (3.66 g) y 10.7% (3.04g) fracciones que se dividieron en varias partes segin
lo muestran las figuras 15 y posteriormente en la figura 26 (pag. 28), donde las lineas punteadas y
las lineas rojas se refieren al esquema de corte seguido en cada caso. Las fracciones de trabajo,

gracias a los tiempos de retencion mostrados, fueron las subfracciones Iw29.1 e Iw30.1.
5.5 Preparacion de los derivados peracetilados.

5.5.1 Fraccién Ilw 30

Se tomaron 300 mg de la fraccién Iw 30 y se sometieron a un proceso de peracetilacion con una
mezcla de piridina y anhidrido acético, en una proporcién de 1:2 con un volumen de 10 mL;
posteriormente se dejo reaccionar por 24 hr y se monitored por CCF; al término de éste tiempo, se
detuvo la reaccién con 10 mL de agua fria. Posteriormente, se agregaron 20 mL de acetato de etilo,
después se realizaron tres lavados consecutivos con una solucién de HCL0.1 N (3 x 20 mL) y después
con una solucién basica de bicarbonato de sodio 0.1 N (3 x 20 mL). Finalmente se hizo un ultimo
lavado con 20 mL de agua corriente y se secé in situ con sulfato de sodio anhidro, después de filtrar,

la fase organica restante se concentrd a presion reducida.

5.5.2 Fraccién Ilw 29.1
Se tomaron 173 mg de la fraccion Iw 29.1 y se sometieron a un proceso de peracetilacidn similar al
de la fraccién Iw 30, para este proceso, los volimenes de los reactivos se utilizaron en una

proporcién del 50%.
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5.6. Tratamiento de las diferentes fracciones de trabajo mediante CLAE.

5.6.1 Fraccion lw29

El cromatograma a nivel analitico resultd ser idéntico con las nuevas condiciones preparativas como

lo ilustra la figura 15:
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Figura 15. Cromatograma a nivel preparativo de la subfraccion Iw 29.

Como ya se dijo anteriormente, las acotaciones que muestra la figura 15 se refieren al esquema de
corte seguido, debido a la complejidad de la fraccién, siendo los intervalos de tiempo de retencion

aproximados los que se ilustran en el cuadro 2, para cada una de las subfracciones:

Cuadro 2. Esquema de cortes de la fraccion lw29.

Nombre de la subfraccion. Intervalo de retencion (min)
lw29.1 7.2-12.2
lw29.2 13-16.9
1w29.3 17.8-22.1
lw29.4 23-28
lw29.5 29-36
1w29.6 37-42

Debido al tiempo de retencidn y buen rendimiento obtenido, nos centramos en la purificacion de

los componentes, de la subfraccion Iw29.1 de la que se obtuvo un total de 301 mg.
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5.6.1.1. Fraccién lw29.1
Las condiciones utilizadas para la purificacion fueron un flujo de 8.16 mL/min inyectando 90 mg en
un volumen de inyeccidon de 500 pL, utilizando una columna C-18 Symmetry 19 x 300 mm y un

tamanfio de particula 7um.

Se eligid la subfraccion lw29.1 para la separacion y purificacidon de sus productos mayoritarios, ya

gue obtuvimos un rendimiento del 8.22% (301.0 mg)
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Figura 16. Cromatograma de fraccion lw29.1.

El esquema de corte que se siguid fue el que se ilustrada en el cuadro 3 asi como en la figura 16.

Cuadro 3. Esquema de corte de la fraccion de trabajo lw29.1.

Nombre de subfraccion Intervalo de tiempo de retencién (min)
Iw29.1.1 15.8-19.2
Iw29.1.2 19.7-21.6
Iw29.1.3 22.0-23.4
Iw29.1.4 24.0-25.6

De la subfraccién Iw29.1, se selecciond el componente con tiempo de retencién de 20.4, nombrado

como Iw29.1.2. La subfraccidon Iw29.1.2 se sometid a un doble esquema de reciclado, constando
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cada uno de 13 ciclos de reciclado como muestra la figura 17. Se obtuvieron 11 mg de compuesto

puro.
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Figura 17. Purificacion de la subfraccion lw29.1.2.

5.6.1.2. Aislamiento y purificacion del componente lw 29.5
Se comenzé utilizando como fase mdvil solamente MeOH, sometiéndose a 11 ciclos de reciclado
para finalmente obtener 20 mg de compuesto. El cromatograma de la figura 18 ilustra el proceso

seguido:
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Figura 18. Purificacion componente Iw29.5
El resultado del reciclaje de pico y corte de nucleo fue prometedor, sin embargo, al someter el
resultado de la purificacién a las técnicas de RMN y EM, se llegd a la conclusidon de que aun habia
impurezas en el componente, ya que su elucidacidn se tornd imposible, por lo que de nueva cuenta
se comenzo con la busqueda de condiciones a nivel analitico para lograr purificar el componente

principal de esa subfraccidn. Se obtuvieron dos subfracciones, Iw29.5.1 e Iw29.5.2 de las cuales la
mas abundante fue la segunda con 10 mg.

Las condiciones experimentales ensayadas se resumen en el cuadro 4:

Cuadro 4. Resumen de condiciones de separacion a nivel analitico ensayadas para la fracciéon Iw29.5.2.

MeOH: ACN MeOH:THF MeOH:ACN:THF
9:1 9:1 8:1:1
1:1 8:2 90:7.5:2.5
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Figura 19. Cromatograma a nivel analitico del componente Iw29.5.2 utilizando una mezcla binaria de MeOH-THF 1:1.

La figura 19 muestra el comportamiento del componente con la fase binaria ensayada, se logré
reducir el tiempo de retencién de 25 min a 9 min, sin embargo no hubo mejoria en la resolucion por
lo que se optd por una mezcla ternaria de MeOH-ACN-THF (8:2:2); los cromatogramas obtenidos

para dichas condiciones se muestran a continuacion:
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Figura 20. Reciclaje de componente Iw29.5.2 con mezcla ternaria MeOH-ACN-THF 8:2:2.
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Figura 21. Reciclaje de componente Iw29.5.2 con mezcla ternaria MeOH-ACN-THF 90:7.5:2.5.

5.6.2. Fraccion Ilw 30

Las condiciones preparativas de separacién para esta fraccién fueron las mismas que para la fraccion

Iw29 y el esquema de corte seguido es el siguiente:
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Figura 22. Cromatograma a nivel preparativo subfraccién Iw 30.

La fraccidn Iw 30 se dividié en 19 partes, cuyos tiempos de retencion se resumen en el siguiente

cuadro:
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Cuadro 5. Tiempos de retencion subfraccion Iw 30.

Pico tr (min) Pico tr (min)
lw 30.1 12.7 lw 30.11 67.6
lw 30.2 18.9 lw 30.12 71.3
lw 30.3 20.9 lw 30.14 73.9
lw 30.4 34.3 lw 30.15 82
lw 30.5 41.7 lw 30.16 88
lw 30.6 44.7 lw 30.17 98.3
lw 30.7 47.8 lw 30.18 110.3
lw 30.8 50.6 lw 30.19 118.9
lw 30.9 56.2 lw 30.20 134.8
lw 30.10 60.5

Se resaltan con negritas los picos que se eligieron, que fueron el Iw 30.5, Iw30.15 e lw 30.16

Para obtener una mejor separacién se ensayod utilizando una mezcla MeOH-ACN (1:1), y se
obtuvieron los siguientes cromatogramas para las fracciones Iw 30.5, Iw 30.10 Iw 30.15. (Figuras

23-25).
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Figura 23 Cromatograma analitico Iw 30.5.
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Figura 25. Cromatograma analitico Iw30.15 ACN-MeOH 1:1.

5.6.3 Fraccion Iw 30 peracetilada.

5.6.3.1 Esquema de cortes.

Se inicié de nueva cuenta con varias condiciones de separacidn, probando distintas combinaciones
de metanol y acetonitrilo; sin embargo, con ninguna se obtuvo un incremento en la resolucién, por
lo que se optd con seguir trabajando la fraccion bajo condiciones simples de fase mévil, es decir,
MeOH 100%. El cromatograma obtenido para la fraccién lw 30 después de someterse al proceso de

peracetilado es el siguiente:
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Figura 26. Esquema de cortes fraccion Iw 30 acetilada en MeOH.

Del cual, por forma y tiempo de retencidn, se eligieron los picos nombrados como Iw 30 ac 1.2 con

un tg de 24.8 minutos, asi como el pico nombrado como Iw 30 ac 1.3 de un tgde 30.53 minutos.

5.6.3.2 Purificacion de los componentes mayoritarios de la fraccion Iw30 peracetilada.
El componente Iw 30 ac 1.2 se sometid a un proceso de reciclaje de muestra y corte de nucleo,
donde se llevaron a cabo 12 ciclos (Figura 27) para su purificacion obteniéndose 15 mg de

compuesto puro; el componente Iw 30 ac 1.3 (Figura 28) también se sometid a 12 ciclos de reciclado

y de éste se obtuvieron 11 mg de compuesto puro.
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Figura 27. Purificacion del componente Iw 30 ac 1.2.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Métodos cromatograficos.

La cromatografia en columna abierta, aunque sirvié inicialmente para una separacion y limpieza
preliminar en el presente trabajo, no representa el mejor método de separacién para las resinas
glicosidicas, debido a la similitud estructural entre los diferentes ismeros que componen las complejas
fracciones que se analizaron en el presente trabajo (Iw28-31)(3); es por eso que se opté por aplicar la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) como medio para conseguir una adecuada
separacion y purificacion y, posteriormente, mediante el empleo de técnicas espectroscépicas y
espectrométricas, como son la RMN de carbono-13 y protdn, asi como espectrometria de masas en sus
formas de ionizacidn suave, como FAB-MS, ES-MS o MALDI, en sus modos tanto positivo como negativo,

para su empleo en la elucidacidn estructural.

La cromatografia en capa fina es una util herramienta en el seguimiento del proceso de purificacion de
resinas glicosidicas. Su empleo permite visualizar de manera preliminary practica la presencia de resinas
en las fracciones que se estudian en un momento dado asi como también, permite la visualizacion de
posibles interferentes al analizar la forma de la mancha, la presencia de estelas, o la aparicién misma de
manchas con r.f. distinto; en el presente trabajo, se utilizd éste tipo de cromatografia para la eleccion

de las subfracciones de trabajo que se ensayarian en el cromatdgrafo de liquidos (Figura 29).

R 28 29 30 31 32 33

Figura 29 Placa cromatografica donde se ilustran las fracciones que contienen resinas glicosidicas.
Podemos observar a partir de la forma de las manchas asi como de la cantidad de ellas en cada carril, que

existe una diferencia en la complejidad de las fracciones, hecho que orienta a la eleccién de las fracciones

29y 30 como fracciones de trabajo, dada la cantidad presente de compuesto, ilustrado por el tamafio de
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la mancha, y la presencia de interferentes, ilustrada por la pequefa estela que existe en la parte superior

de las manchas.

Las mejores condiciones, a nivel preparativo en el cromatdgrafo de liquidos, quedan ilustradas en la
figuras 16 y 22, donde se hace manifiesta la naturaleza aiin compleja de las fracciones trabajadas, queda
en estas figuras, plenamente justificado el uso del cromatdgrafo de liquidos de alta resolucidn, ya que aun
con su poder de separacién, se logran observar picos encimados, y con formas no gaussianas, asi como la
aparicion de ellos en tiempos de retencién inconvenientes; contratiempo que queda parcialmente
resuelto con el uso de las técnicas de rasurado de pico y corte de nlcleo; en varias dreas de productos
naturales, el empleo de dichas técnicas ha facilitado el aislamiento y purificacion de mas y mas

compuestos, ayudando con esto a conocer un poco mas el universo de compuestos existente.

6.2 Intrapilosina VIl

De las fracciones designadas como Iw28-31, que obtuvieron durante la separacidn preliminar por
columna abierta, se eligié con base en su rendimiento y complejidad, las fracciones 29 y 30; de la
fraccion w29, se lograron aislar los componentes Iw29.1.4 conocido como intrapilosina VIl y el
compuesto nombrado como 1w29.1.2. La intrapilosina VIl y el compuesto Iw29.1.2 poseen un
tiempo de retencidn parecido, aunque lo suficientemente distinto como para lograr su resolucion

mediante cromatografia de liquidos.
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Figura 30. Esquema de separacion fraccion lw29.1.
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La técnica de rasurado de pico y corte de nucleo proporciona una herramienta util en la purificacién
de constituyentes problematicos, ya que al girar la valvula de reciclaje y someter a la muestra a
varios ciclos dentro de la columna, se gana un gran numero de platos tedricos, lo que se traduce

en un mayor poder de separacion.

La purificacién de este compuesto resulté complicada, ya que como se ilustra en la figura 30, la
fraccion de trabajo (Iw29.1) era de naturaleza compleja, debido a la baja resolucién que sus
componentes presentaron, ademas de la existencia de procesos de transesterifacion del grupo
cinamoilo (15), a causa del disolvente utilizado, en este caso metanol, que convertian a la
purificacién de estas muestras, mediante su reciclaje, en un proceso dificil de realizar al observar la
aparicion de picos inesperados en el momento de reinyectar los fraccionamientos preliminares; sin

embargo, a pesar de esta dificultad, fue posible purificar 11 mg del compuesto Iw29.1.4.

6.2.1 Identificacion de fragmentos y residuos acilantes por espectroscopia de masas.

Dado que las resinas glicosidicas no son compuestos volatiles, se optd por utilizar una técnica de
ionizacién suave, como lo es la de bombardeo rapido de dtomos o en inglés, fast atom
bombardment (FAB), y se sabe también que la modalidad negativa de esta técnica proporciona
resultados adecuados, al permitir la precisa identificacién de los iones fragmentos que surgen
mediante las rupturas de los enlaces glicosidicos que componen al nicleo oligosacarido; en este
caso, se determind que el ion molecular corresponde a un valor m/z de 1437 [M — H] ademas, se
encontro el fragmento con m/z de 1307, mismo que corresponde a la pérdida de un residuo trans-
cinamoilo (CsHeO) con una diferencia de 130 unidades de masa a partir del peso del ion de m/z
1437; el fragmento con m/z 1181 pertenece a la pérdida de un residuo octanoilo (CsH140) al
observar la diferencia de 126 unidades de masa en comparacién al peso del ion de m/z 1307; el
fragmento de m/z 1035 corresponde a la pérdida de una unidad de metilpentosa(CsH1004) con una
diferencia de 146 unidades de masa comparando con el peso del ion m/z 1181; el fragmento de
m/z 999 se relaciona a la pérdida un residuo dodecanoilo (C12H;20) con una variacion de 182
unidades en comparacién al peso del ion de m/z 1181; el fragmento con m/z 853 corresponde a la
pérdida de otra unidad de metilpentosa (CsH1004) con una diferencia de 146 unidades de masa con
respecto al peso del ion con peso de m/z 999; el segmento de m/z 545 corresponde a las pérdidas
consecutivas de una unidad de metilpentosa (CsH1004) y una unidad de hexosa (C¢H1,06) con una
diferencia de 308 unidades en relacién al peso del ion de m/z 853; el fragmento de m/z 417

corresponde a la pérdida de una unidad de metilpentosa (C¢H1004 + H,0) con una diferencia de 128
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unidades de masa con respecto al peso del ion de m/z 545, por dultimo, el fragmento
correspondiente a una m/z 271 pertenece a la pérdida de una unidad de metilpentosa (CsH1004)
debido a la diferencia encontrada de 146 unidades de masa con en relacién al peso del ion de m/z

417 figura 31 ilustra este patrén de fragmentacion.

o0 -
Fﬂ: | 330 CgHgOy4
: +CH 204
» 707 .
.;. 3 183 C6H1004
o G0~
g - 33
? 503 o1
:_‘ J'_“:« C6H1004+ HzO
s
1 4
547 605 619 650 673

a7y
(=

L e

Y ' Y y ' = ™ !
50 100 150 200 250 00 350 400 450 500 550 600 650

-
w oo w O

“w o

Relatve ADidnicon

O W o »w o

o O

0 820 922 1000 1100 1200 1300 1420 1500 1600 1700 1500 "W

Figura 31. Espectros de masas, componente 1w29.1.4 (Intrapilosina ViI).

6.2.2 Empleo de RMN de 3C y 'H en la elucidacién estructural de la Intrapilosina VII.

6.2.2.1 Asignacidn de seiales correspondientes al esqueleto oligosacarido.
En primer lugar, se verificd que se trataba de un ndcleo pentasacdrido debido a que se encontraron

cinco sefiales anoméricas, que se encuentran en un desplazamiento quimico caracteristico en el

-

700
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espectro de 3C, en la zona de 95 a 105 ppm. (3). Posteriormente, mediante el uso de la técnica
espectroscopica heteronuclear HSQC (Figura 32), se asociaron las sefiales anoméricas de carbono

con las respectivas sefales en el espectro de hidrégeno, que también se localizan en una regién

caracteristica comprendida entre 4.5y 6.5 ppm. (3).
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Después de la asignacion de los protones anoméricos, se continto con la asignacion de los protones
vecinales de cada unidad sacdrida, mediante el empleo de las técnicas RMN bidimensionales

homonucleares COSY y TOCSY; con el espectro COSY (Figura 33) , mediante el uso de cuadros de

. . e
6.3 6.2 6.1 6.0 5.8 5.8 57 5.6 5.5 5.4 53
f2 (pprmi

Figura 32. Espectro HSQC, con ampliacion en zona anomérica.

1 o)

conectividad, es posible ir asociando uno a uno los protones vecinales de las unidades sacaridos.
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Figura 33. Espectro COSY, ilustrando el uso de cuados de conectividad. (Claves coloridas: azul=fucosa; fucsia=ram;
negro=ram’; verde=ram’’; anaranjado=glucosa).

Paralelamente a la asignacién anterior, con cada protén asignado, se utilizd de nueva cuenta el

espectro bidimensional HSQC, para asociar también, cada uno de los protones encontrados, con su

respectivo carbono, dichas asignaciones se encuentran enlistadas en el cuadro 6.
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Cuadro 6 Datos espectroscopicos para RMN1H y 13C para el componente Iw29.1.4.

Posicion? o 6u HMBC Posicion? 8¢ 6u HMBC
Fuc-1 4.86d (7.6) 101.9 C-11 Jal (173.5) Ram'-1 6.30 sa 103.7 C-4 Ram ' (79.4)
2 4.54d (9.6-7.6) 77.4 2 5.19 m* 70.3
3 4.24 dd (10-3.6) 71.2 3 5.94 dd (10,3.0) 73.4 C-1Cna (166.5)
4 3.96 d (3.6) 74.1 4 6.09t(9.6) 72.7 C-1 Octa (174.9)
5 3.84 q (6.6) 71.6 5 4.44 dq (8.0, 6.0) 68.4
6 1.54d (6.4) 17.6 6 1.57 d (6.0) 18.3
Gluc-1 5.17 d (7.6) 105.2 C-3 Ram' (5.11) Jal-1 173.5
2 3.961(8.8) 75.6 2a 2.5m* 34.9
3 4.03t(9.2) 78.2 2b 2.78 m* 34.9
4 3.93t(9.6) 71.6 11 3.85m 80.4
5 3.84 ddd (10,6.4,3.6) 80.0 16 0.811t(6.8) 84.9
6a 4.39 m* (62.9) 62.9 Dodeca-1 173.8
6b 4.49 m* 62.9 2 2.451t(6.8) 35.0
Ram-1 5.64 (sa) 99.9 C-2 Fuc (77.4) 12 12 0.88t(6.4) 14.6
2 6.06 dd (4.0,2.4) 72.4 C-1Jal (173.5) Octa-1 174.9
3 4.71dd (9.6,3.2) 70.3 2 22.75m* 34.6
4 4.17t(9.2) 78.6 C-1 Ram' (100.5) 8 80.75 (6.8) 14.5
5 4.0m* 68.0 Cna 166.5
6 1.65d (6.4) 19.2 2 6.61d (16) 119.6
Ram'-1 6.37 sa 100.5 H-4 Ram (4.17) 3 7.89d (16) 145.6
2 6.37 sa 74.0 C-1 Dodeca
(173.8)
3 5.11 m* 78.1
4 4.47 m* 79.2
5 4.74 dq (9.2,5.6) 68.0
6 1.65 d (6.0) 19.5

IDatos registrados a 400MHz y 100 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm en relacidn al TMS. Las constantes
de acoplamiento se encuentran entre paréntesis y se reportan en Hz. Los deplazamientos quimicos sefialados con asterisco (*) indican
sefales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan indicados como: s= singulete, sa=sefial ancha, d=sefial doble, t=sefial triple,
m=sefial multiple. Todas las asignaciones se hicieron por medio de experimentos de correlacién homonuclear 'H-1H (COSY, TOCSY) y
heteronuclear (HMBC, HSQC).
2- Abreviaturas: fuc=fucosa, ram=ramnosa, glu=glucosa, jal=11-hidroxihexadecanoilo, octa=n-octadecanoil, dodeca=n-dodecanoil.

Debido a que existe superposicion de sefiales, el espectro TOCSY es de gran ayuda, ya con él, es

posible conectar sefiales a tres, cuatro y dependiendo de la rigidez de la molécula, hasta cinco

enlaces de distancia, lo que proporciona una herramienta sumamente Util contra el problema de la

sobreposicidn de sefiales (Figura 34).
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Figura 34. Espectro TOCSY. Protones a varios enlaces de distancia.

6.2.2.2 Secuencia de glicosilacion y posiciones de esterificacion.

Terminada completamente las asignaciones de protdn y carbono de los azucares, se encuentra que
no existe alin ninguna estructura consolidada; es por esto que la técnica bidimensional heteronuclear
HMBC es de suma utilidad, ya que nos proporciona los acoplamientos *C-H a tres enlaces de
distancia (3Jcu), entre ambos dtomos. Esta interaccién nos brinda una valiosa informacion acerca de
como cada una de las unidades estructurales estadn integradas para constituir la molécula en estudio;
en este caso, se buscan las interacciones entre dtomos pertenecientes a las unidades sacaridas
diferentes, de esta manera, y considerando que las uniones glicosidicas entre las unidades
monomeéricas son altamente conservadas (3), se encontraron uniones L-Rha-(1->2)-b-Fuc, L-Rha-
(1->4)-L-Rha asi como la unién entre gluc-1 y Ram-3; las posiciones de esterificacion se localizaron
debido a que existe un carbono perteneciente a un grupo carbonilo de un residuo acilante que
provoca un efecto de desproteccidn de los protones en donde se realiza la sustitucidn en el nicleo
sacarido. Esta desproteccion suele desplazar dichos protones a posiciones a campo bajo

caracteristicas que oscilan entre los 6.5 y 5.6 ppm. También fue posible observar la posicién de

37



Resultados y Discusion

lactonizaciéon (C-11 del jalapinolato, en 6=80.4 ppm) situada en el carbono anomérico de la unidad

de fucosa (H-1 de la fucosa 6=4.86 ppm).
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Figura 35. Espectro HMBC. Secuencia de glicosidacién.

Las posiciones de esterificacién se verificaron mediante el analisis de los desplazamientos quimicos
de protén (cuadro 6), asi como con los acoplamientos con los respectivos carbonilos de cada uno de

los sustituyentes, es decir, las posiciones ram-2 (6=6.06 dd J=4.0, 2.4), ram’-2 (6=6.37 sa), ram”’-3
(6=5.94 dd J=10,3.0) y ram”-4 (6=6.09 t J=9.6). De esta forma, la aglicona de la macrolactona (es

decir, el acido jalapindlico) esterifica la posicion C-2 de la ramnosa interna superior (ram) dada la
correlacién observada entre el primer carbono del jalapinolato (C-1 Jal, 6=173.5 ppm) y el segundo
protén de la ramnosa interna superior (H-2 Ram, 6=6.06 ppm). El sustituyente dodecanoilo (Dodeca)
se localizé en la posicion C-2 de la tercera unidad monosacérida (ram’) ya que se observé una
correlacién entre su grupo carbonilo (6=173.8 ppm) y el segundo protén de la segunda unidad de
ramnosa (H-2 Ram, 6=6.37 ppm); el grupo cinamoilo (Cna) se situd en la tercera posicion (C-3) de la
ramnosa terminal (ram”’) por la correlacion existente entre su grupo carbonilo (6=166.5 ppm) y el

tercer protén de la ramnosa terminal (H-3 Ram”’, 6=5.94 ppm). El sustituyente octanoilo se localizé
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en la cuarta posicién (C-4) de la ramnosa terminal (ram”’) ya que existe una correlacién entre su grupo
carbonilo (6=174.9 ppm) y el protdn cuatro (H-4) de la ramnosa terminal (6=6.09 ppm). Con todo lo
antes sefialado, se construyd la estructura indicada en la figura 36 misma que coincide con la del
acido operculinico A como el nucleo glicosidico pentasacarido, al poseer una unidad de fucosa (azul),
como azlcar inicial, seguido de 3 unidades de ramnosa (fucsia, negro y verde, respectivamente) y
unida a la segunda unidad sacarida, una unidad de glucosa (anaranjado); y los residuos acilantes que
se encuentran esterificando el nucleo son el dodecanoilo, el octanoilo y el grupo trans-cinamaoilo. (3)
Este analisis permitid identificar al constituyente Iw 29.1.4 como la Intrapilosina VII, previamente

aislada a partir de las flores de Ipomoea intrapilosa (16).
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OH
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Figura 36. Intrapilosina VII.
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6.3 Componente Iw29.1.2

A pesar de los esfuerzos por simplificar la mezcla compleja de oligosacdridos, queda
demostrado que la columna abierta no es un método adecuado para su aislamiento y purificacion
cuando se trata de resinas glicosidicas ya que por su similitud estructural, que en muchos casos es
sélo de isomeria posicional, sus tiempos de retencidon son muy similares y se sobreponen siendo
inseparables; solamente una técnica como la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)
ofrece los medios necesarios para una separacion de mezclas complejas de glicoconjugados como las

resinas glicosidicas (3).

Al ensayar las condiciones analiticas de separacién, se debe escoger una mezcla de
disolventes adecuada, con objeto que los tiempos de retencion (tr), sean los éptimos, de manera que
se pueda obtener una separacidn ideal; sin embargo, debido a las caracteristicas de solubilidad y
reactividad de los componentes Iw 29.1.2 e intrapilosina VIl (Iw29.1.4), fue muy dificil la
estandarizacién de las condiciones instrumentales a nivel analitico; debido a que por la baja
solubilidad de estos compuestos, es imposible utilizar agua como Unico disolvente, y su uso queda
delegado sdlo a ser un auxiliar en las mezclas ensayadas, y nunca en proporciones mas alla del 10%,
ya que ocurre la indeseable precipitacidon de las resinas. En el caso del acetonitrilo, un disolvente
polar aprético, las resinas en estudio fueron solubles; sin embargo, cuando se usé como Unica fase
movil, fue imposible visualizar los componentes inyectados debido a la selectividad misma del
disolvente que hizo que los componentes se retuvieran en demasia, ocasionando los coleos
caracteristicos de la sobrerretencion; asi, los tiempos de analisis aumentaron considerablemente, lo
que obligd a replantear el empleo del acetonitrilo como la fase mdvil y seguir en la bisqueda de un

disolvente mas adecuado.

Para las resinas provenientes de las subfracciones estudiadas (Iw29.1, Iw29 ac, w30, e
Iw30ac), el empleo del acetonitrilo como fase movil, sélo se consideré como una parte minoritaria
del sistema de elucion en algunas mezclas ensayadas; procurando no superar el 20% de acetonitrilo
y seleccionando al metanol como el constituyente restante de las mezclas de elucién. El empleo del
acetonitrilo como aditivo, podria considerarse si los tiempos de retencién no aumentan demasiado

en comparacidn con metanol.

Otro disolvente ensayado en fase reversa y, que de hecho, se utilizd en la bisqueda de las

condiciones de purificacién en este trabajo, fue el tetrahidrofurano (THF), que dado su alto poder
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solubilizador, se esperaba disminuirlos tiempos de retencidon para algunos componentes v,
posteriormente, mediante las técnicas de rasurado de pico y corte de nucleo (14), habrian
proporcionado unas condiciones dptimas. Sin embargo, esto no se cumplié, ya que para los
componentes ensayados, el uso de este disolvente dio lugar en primera instancia a una disminucién
dramatica del tiempo de retencion (de 35 a 15 min, aproximadamente) y, posterior al giro de la
valvula de reciclaje, parecia que los componentes se retuvieron progresivamente con mayor fuerza
con cada reciclamiento, ocasionando un ensanchamiento considerable de la banda y la consecuente
retencién del analito en la columna, a pesar de que el THF sélo se utilizé en una infima proporcion en
todos los ensayos donde se vio involucrado; al final, el disolvente con el que se decidio trabajar fue
el mismo con el que se habia comenzado, es decir el metanol; ya que, aunque los tiempos de
retencién no fueron tan pequenos (por ejemplo, 20 min aproximadamente, para el componente
Iw29.1.2), los procesos posteriores de purificacion pudieron llevarse a cabo con algunas
complicaciones; por ejemplo, la existencia de procesos de transesterifacion en moléculas donde
existe un grupo cinamoilo (17) que llevo a purificaciones infructiferas, donde hubo pérdida de
muestra y el rendimiento de esta fraccion (Iw29.1.2) fue realmente poco comparando los casi 3 kg
de material vegetal con los que se comenzd todo este trabajo. Con el objetivo de contrarrestar este
problema, se recurrié a someter a las resinas nativas a un proceso de peracetilacion con anhidrido
acético y piridina para inactivar la capacidad nucleofilica de los hidroxilos libres del nucleo
oligosacarido mediante la formacidn de sus derivados peracetilados y, de esta forma, los residuos de
cinamoilo propensos a cambiar de posicidon producto de una transesterificacidon intramolecular,
mantuvieran sus posiciones originales de esterificacién y, al mismo tiempo, se facilité el proceso de

separacion de las resinas.
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Figura 37 Esquema de separacién fraccion w30
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La figura 37 muestra el cromatograma resultante de la inyeccion de la fraccion Iw 30, en el que es
evidente la complejidad que posee; el proceso habitual de separacién es dividir o "cortar" dicha
fracciéon en partes mds pequenas, procurando tener en dichos cortes la menor cantidad de
componentes posibles; en el caso de la fraccién anterior, el esquema de corte se muestra en la

siguiente tabla:

Cuadro 7 . Esquema de cortes fraccion Iw30.

Pico tr (min) Pico tg (min) Pico tr Pico tr
(min) (min)
lw 30.1 12.7 lw 30.11 67.6 lw 30.6 44.7 lw 30.17 98.3
lw 30.2 18.9 lw 30.12 71.3 lw 30.7 47.8 lw 30.18 110.3
Iw 30.3 20.9 Iw 30.14 73.9 Iw 30.8 50.6 Iw 30.19 118.9
lw 30.4 34.3 Iw 30.15 82 lw 30.9 56.2 lw 30.20 134.8
Iw 30.5 41.7 lw 30.16 88 Iw 30.10 60.5

Al reinyectar los picos nombrados como Iw30.5 e Iw30.10 se obtuvieron muchos otros picos
inesperados; la figura 38 es un ejemplo de esta situacion, provocada por una transesterificacion del

residuo del cinamoilo, evento que no es descabellado y que fue descrito por Tao & Hao en 2008 (17).
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Figura 38. Inyeccion corte lw30.10.

Con la peracetilacion, se inactivd el caracter nucleofilico de los hidroxilos libres del esqueleto
oligomérico, de forma que, es presumible que los residuos acilantes, quedaron estables en su posicién
original, aseveracién que se comprueba en el proceso de reciclaje del pico acetilado Iw30 ac 1.2,(figura

39), donde no hubo aparicién de nuevos picos y cuya purificacion fue exitosa.
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Figura 39. Reciclaje de corte acetilado. Iw30ac1.2.

Las columnas Symmetry C18 proporcionan un método eficaz de separacion, esto se debe, entre otros
factores, al reducido tamario de particula (5 pum), su uniformidad en el empaquetamiento y en general
la calidad que la compafiia Waters® provee, a diferencia de los estudios realizados de separacion sobre

gel Sephadex, la columna en lecho abierto, intercambio idnico o filtracidn en gel (3).

El flujo del disolvente utilizado, después de algunas pruebas, fue el de 8.16 mL/min, ya que, aunque es
sabido que el cambio de caudal no interfiere con la resolucién que un par de compuestos dados puedan
tener dentro de un mismo cromatograma, ciertamente ayudaba a que el tiempo de analisis fuera un
poco mas corto (18). Para las muestras peracetiladas que se obtuvieron, se volvieron a buscar las
condiciones de separacion a nivel analitico y para la mezcla acetonitrilo/metanol (1:4) se obtuvo una
buena separacion, a reserva de que los tiempos de andlisis eran demasiado largos, por lo que se optd
en utilizar de nueva cuenta al metanol, disolvente que disminuyd considerablemente el tiempo de
analisis, aunque no se obtuvo la separacién dptima de la mezcla, dificultad que fue resuelta mediante el

incremento en los ciclos de reciclado del analito.

6.4 Empleo de espectrometria de masas.
Para el nucleo del acido operculinico A (19), el cual consta de tres unidades de ramnosa, una

unidad de glucosa y como unidad inicial del esqueleto oligosacarido, una fucosa, las fragmentaciones
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caracteristicas son la siguientes: en primera instancia, aquellas que producen los aniones de una relacién
m/z de 545, 417 y 271, correspondientes en el primer caso a la pérdida de las dos unidades de
metilpentosas externas (ramnosas), asi como a la eliminacion de la unidad de hexosa (glucosa); en
segundo lugar, la pérdida de una unidad adicional de metilpentosa (ramnosa) genera el fragmento de
m/z 417; cuando la unidad de macrolactona se ionizd, esta presentd una relacion de m/z 271 como

resultado de la eliminacién de la ultima unidad de metilpentosa (fucosa).

m/z 417

A

| o\]/o

ECHz)g

] | . (CHy)
T -
. Glu m/z 545 : CH3
v v v
m/z 853 m/z 691 m/z 271

Figura 40. Fragmentacidn caracteristica resina glicosidica.

El analisis de los espectros de masas generados por alguna técnica de ionizacién suave como
FAB, MALDI y/o electrospray (en sus modalidades positiva y negativa) en etapas tempranas de la
elucidacion estructural de los constituyentes puros de las resinas glicosidicas es clave, ya que para los
fragmentos antes mencionados tiene un caracter diagndstico en la identificacion del nucleo

oligosacarido (14, 19).
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6.4.1 Identificacidon de fragmentos y residuos acilantes por espectrometria de masas.

A pesar de que la técnica EM-FAB en su modalidad negativa es la que proporciona los mejores resultados
en cuanto a la observacién de los patrones de fragmentacién (3), se sabe que en algunos casos, la
modalidad positiva de esta técnica también es de utilidad para la identificacién del ion pseudomolecular
(quasimoleculares) como fue el caso para el compuesto Iw 29.1.2 que presenté una m/z de 1411 parala
molécula protonada [M+H]*, ademas se observd la pérdida de un residuo trans-cinamoilo (CsHsO), con
una diferencia de 130 unidades de masa con respecto del fragmento anterior de 1411 unidades; el
fragmento de m/z de 1257 corresponde a una pérdida de un residuo de decanoilo (C10H1s0) con una
diferencia de 154 unidades con respecto del ion molecular m/z 1411; también, se observa la pérdida de
un fragmento octanoilo (CsH140), de m/z 1000, con una diferencia de 127 unidades de masa con respecto
del fragmento m/z 1127 [M- CioH130-CsHsO]; el fragmento de m/z con valor de 1000 proviene de la
pérdida de los 3 residuos acilantes, generando al esqueleto oligosacarido; a partir de este punto, se
producen las eliminaciones consecutivas de los residuos sacdridos mediante rupturas de enlace

glicosidico como se ilustra en la figura 40.

6.5 Resonancia Magnética Nuclear.

6.5.1 Asignacion de sefiales de RMN H y 13C
La asignacion de las sefiales tanto de 'H como 3C se llevd a cabo mediante el andlisis de los espectros
de RMN unidimensionales de H y de 3C, ademéas del uso de los espectros bidimensionales

homonucleares (COSY y TOCSY) y heteronucleares (HSQC y HMBC).
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Figura 42. Espectro RMN de 13C.
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En primera instancia, se localizaron las sefiales correspondientes a los carbonos anoméricos del
esqueleto oligosacarido, que se encuentran en una region caracteristica que va desde 98 hasta 105 ppm
(Figura 42), de este modo se llegd a la conclusion de que la molécula en cuestidn es un pentasacarido;
posteriormente, mediante el empleo de la técnica bidimensional heteronuclear HSQC fue posible

correlacionar cada senal de carbono con su correspondiente seal en el espectro de protdn (Figura 43).
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Figura 43. Ampliacion espectro RMN HSQC, zona anomérica componente lw 29.1.2 (Claves coloridas: azul=fucosa;
fucsia=ram; negro=ram’; verde=ram’’; anaranjado=glucosa).

Después de haber asignado las sefiales anoméricas de protdon y carbono, se asignaron las sefiales
de los protones pertenecientes a las unidades sacaridas del nucleo mediante las técnicas
bidimensionales homonucleares COSY (Figura 44) y TOCSY (Figura 45). Con el espectro COSY se
observaron los acoplamientos de hidrégeno vecinales, mientras que el espectro bidimensional
homonuclear TOCSY sirvid para identificar todos los protones que integran cada unidad sacarida,

permitiendo corroborar las asignaciones anteriormente realizadas.

47



Resultados y Discusidn

3
3 | 3 5 24
| 5 4
1 2 1 4
2 1 | I| |"\\

1 2 35, s
Irl'\_/ﬂ\f wﬂkaaf \m_

N VN T O Y,

fL (ppm)

Figura 44. Espectro bidimensional COSY componente 1w29.1.2
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Cuadro 8. Datos espectroscopicos para RMN!H y 13C para el componente Iw29.1.21

Posicio éc On HMBC Posicio b On HMBC
n? n?
Fuc-1 102. 4.87 d (7.85) Jal-1 Glc-1 105. 5.17d(7.7) C-3 Ram'
1 (80.1) 3 (80.5)
2 77.5 4.54 dd (9.5, 7.9) H-1 Ram 2 74.1 3.94t(10.1)
(5.64)
3 68.5 4.42 dd (11.2, 5.8) 3 78.5 3.98 t (8.0)
4 78.4 3.9d(3.5) 4 75.7 3.97t(8.8)
5 71.7 3.8q(6.6) 5 77.0 4.23 ddd
(11.2,6.3,
3.5)
6 17.7 1.54d (6.3) 62 63.0 4.5m*
Ram-1 100. 5.64 sa C-2 Fuc ( 6b 63.0 4.4 m*
0 77.5)
2 72.8 5.64 sa C-1Jal Jal-1 175.
(175.1) 1
3 80.5 4.7dd (9, 3.7) 22 34.7 2.3 m*
4 74.1 4.55ddd (9.5, 7.9, C-1 Ram' 2b 34.7 2.7 m*
4.6) (100.5)
5 68.5 4.50dq (9.5, 6.1) 11 80.1 3.91 m*
6 19.3 1.47d(6.1) 16 14.7 0.87 t(6.76)
Ram'-1 100. 6.37 sa H-4 Ram Deca-1 174.
5 (4.55) 0
2 70.5 5.26 dd (4.3,2.7) C-1 Octa 2 34.7 2.43t(7.6)
(173.6)
3 80.5 3.9 10 15.0 0.991t(6.9)
4 79.4 4.37 m* Octa-1 173.
6
5 68.5 4.37 m* 2 35.0 2.46t(7.4)
6 19.1 1.65d(5.9) 8 14.6 0.751(6.8)
Ram'-1 103. 6.31d (1.69) C-4Ram' Cna 166.
8 (79.4) 7
2 70.4 5.20 m* 2 35.1 2.43t(7.6)
3 73.5 5.94 dd (9.8, 3.1) C-1Cna 3 14.9 0.99t(6.9)
(166.7)
4 72.5 6.09t(9.7) C-1 Deca
(174)
5 68.5 4.50 dq (4.6, 7.9)
6 18.4 1.49d (6.2)

! Datos registrados a 400MHz y 100 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm en relacion al TMS. Las
constantes de acoplamiento se encuentran entre paréntesis y se reportan en Hz. Los desplazamientos quimicos sefialados con asterisco
(*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan indicados como: s= singulete, sa=sefial ancha, d=sefial doble,
dg=doblete cuarteteado, t=sefial triple, m*=sefial multiple. Todas las asignaciones se hicieron por medio por medio de experimentos
de correlacion homonucleariH-1H (COSY, TOCSY) y heteronuclear (HMBC, HSQC).

2 Abreviaturas: fuc=fucosa, ram=ramnosa, glu=glucosa, jal=11-hidroxihexadecanoilo, octa=n-octadecanoil, deca=n-decanoil, Cna=
trans-cinamoilo.

6.5.2 Secuencia de glicosilacion y posiciones de esterificacion
Con el uso del espectro bidimensional heteronuclear HMBC, se logré establecer las posiciones de

esterificacién de la molécula, asi como la secuencia de glicosilacidn: se observd una interaccidn entre C-
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2 Fuc (6=77.5 ppm) y H-1 Ram (6=5.64 ppm) con lo que se establece enlace glicosidico entre las dos
primeras unidades sacaridas; la sefial de conectividad entre H-4 Ram (6=4.55 ppm) y C-1 Ram' (6=100.5
ppm) confirmé la unién de la siguiente unidad sacarida (Ram'), para las uniones glicosidicas entre la Ram'
y la Ram", se observaron las interacciones entre C-4 Ram' (6=79.4 ppm) con H-1 Ram" (6=6.31 ppm);
para la unidad de glucosa se encontro la sefial entre H-1 Gluc (6=5.17 ppm) con C-3 Ram' (6=80.5 ppm).
De esta forma, se continud con la asignacion de las posiciones de esterificacion: para el jalapinolato, se
verificd su ubicacién observando la interaccion entre  H-2Ram (6=6.0 ppm) y C-1 Jal (6=175.1 ppm), al
observar que existe una sefal de carbono interactuando con H-1 fuc (6 =4.87 ppm), se designd a dicha
sefial como C-11 del Jal (6=80.1 ppm) con lo que las uniones de la lactona macrociclica quedan cubiertas;
por otro lado, el grupo cinamoilo se localizé en la posicién C-3 de la unidad de ramnosa externa (Ram"')
ya que existe una sefal entre C-1 de este residuo (6=166.7 ppm) y H-3 de esta unidad (Ram" , 6=5.94
ppm); en la posicion C-4 de Ram" se localizd el residuo octanoilo, por la sefial entre C-1 de este
residuo(6=174 ppm) y H-4 Ram" (6=6.09 ppm); la ultima posicion de esterificacion, correspondiente al
residuo de decanoilo, que se localizé en C-2 de Ram', ya que existe una sefial entre C-1 Deca (6= 174

ppm) y H-2 Ram" (6=5.26 ppm).La Figura 46 ilustra las correlaciones 3Jcy descritas en el parrafo anterior.
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Figura 46. Espectro bidimensional HMBC que ilustra las posiciones de esterificacion, con ampliacion entre 173 y 174 ppm.
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6.6 Comparacion con la literatura.

Sélo se han aislado 39 moléculas derivadas del acido operculinico A: el batatindsido VI, el batatésido H
y elbatatésido | de /. Batatas (20,21), las intrapilosinas I-VIl de I. intrapilosa (16), las leptofilinas Ay B de
I. leptophylla (22), las operculinas |, 1I, V, VII, y VIl de I. Operculata (23, 24), las estoloniferinas IV-VII de
I. stolonifera (25), los mamédsidos H; y H, de I. mammosa (sin. Merremiamammosa) (26), las
murucoidinas IV, V, y Xl de I murucoides (15, 27), la quamoclina IV de [I. quamoclit (sin.
Quamoclitpennata) (28), las tuguajalapinas I-X de M. hungaiensis (29), |la digitatajalapina | de /. digitata
L. (30) y la wolcotina | (31) y comparando sus residuos acilantes ademas de las posiciones en que estos
se encuentran en cada una de las moléculas antes sefialadas, se llegd a la conclusién de que se trata de
una nueva resina glicosidica del acido operculinico A, cuyo nombre trivial se asigné como "wolcotindsido

IV", utilizando como base su fuente natural.

N
/ o 0 CHs H3C

Figura 47. Wolcotindsido IV.
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7. Conclusiones

e Se contribuyd al estudio quimico de los glicolipidos presentes en las fracciones de mediana
polaridad de las flores de Ipomoea wolcottiana, ya que se lograron aislar y purificar,
mediante el uso de cromatografia de liquidos de alta eficiencia, 2 glicolipidos de los cuales
uno es novedoso: el wolcotindsido IV.

e Se purific6 también, un glicolipido ya conocido, extraido previamente de Ipomoea
intrapilosa, cuyo nombre trivial es Intrapilosina VII, cuyos datos espectroscdpicos coinciden
perfectamente con los reportados en la literatura.

e Tanto el wolcotindsido IV como la Intrapilosina VIl contienen el mismo nucleo oligosacarido:
el acido operculinico A, mismos que difieren solamente en la longitud de la cadena del
residuo acilante de la posicion 2 de la ramnosa central, siendo acido octanoico vy
dodecanoico respectivamente.

e Lareaccion de peracetilacion es una alternativa Util para la resolucién de mezclas complejas
de glicolipidos, al aumentar el tiempo de retencion y evitar reacciones de transesterificacion

en moléculas propensas a dicha conversién cuando se trabaja con metanol.
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