UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

NUCLEOS OLIGOSACARIDOS CONSTITUTIVOS DE LAS RESINAS GLICOSIDICAS DE
Ipomoea hederifolia: AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA
Q. LEYDE KATERINE GUALTEROS MONTANO

TUTOR
DR. ROGELIO GREGORIO PEREDA MIRANDA
FACULTAD DE QUIMICA

CIUDAD DE MEXICO, SEPTIEMBRE DE 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente Dr. Ricardo Reyes Chilpa
Vocal Dr. José Federico del Rio Portilla
Vocal Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa
Vocal Dra. Martha Lydia Macias Rubalcava
Secretario Dr. José Fausto Rivero Cruz

Sitio donde se desarrollé el tema de investigacion:

Departamento de Farmacia, Laboratorio 123, Conjunto E, Facultad de Quimica,
Universidad Nacional Auténoma de México.



El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio 123 del conjunto E de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México, bajo la asesoria del

Dr. Rogelio Gregorio Pereda Miranda.

Los resultados parciales de este trabajo se presentaron en el evento académico:

o “Recycling HPLC as an Analytical Methodology for the Purification of Hederifolic Acids
from Ipomoea hederifolia”, 57th Annual Meeting of the Phytochemical Society of North
America (PSNA-2018) del 4 al 8 de agosto de 2018 en la Universidad Auténoma de San Luis

Potosi, San Luis Potosi, México (Mejor cartel para un trabajo a nivel maestria).



AGRADECIMIENTOS

Un especial agradecimiento al Dr. Rogelio Gregorio Pereda Miranda del Departamento

de Farmacia de la Facultad de Quimica (UNAM), por permitirme trabajar en su excelente

grupo de investigacion, por su apoyo en el desarrollo de un proyecto de investigacion que

llené mis expectativas en su totalidad, por su comprension y su asesoria en mi formacion

académica.

De igual manera quiero expresar mis mas sinceros agradecimientos a las siguientes

instituciones y personas:

A la Universidad Nacional Autonoma de México y a la Facultad de Quimica por las

facilidades otorgadas para mi formacion académica.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Proyecto CB220535) por el
financiamiento parcial de esta investigacion y la beca otorgada (NUmero de becario
CVU: 868396) durante el periédo de marzo del 2018-agosto del 2019.

A la Direcion General de Asuntos del Personal Académico (IN208019, IN215016)

por el financiamiento parcial de esta investigacion.

Al personal de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria
(USAII-Facultad de Quimica) por la obtencion de los espectros de resonancia

magnética nuclear (RMN).

Al Dr. Carlos Martin Cerda Garcia-Rojas del Departamento de Quimica del Centro
de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional por la

asistencia brindada en la determinacion de las rotaciones opticas.



A la Dra. Suzana Guimaraes Leitdo de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Federal de Rio de Janeiro (Brasil) por el registro de los espectros de masas en alta y

baja resolucion.

A los miembros del Jurado: Dr. Ricardo Reyes Chilpa, Dr. José Federico del Rio
Portilla, Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa, Dra. Martha Lydia Macias
Rubalcava y Dr. José Fausto Rivero Cruz por las correccidnes sugeridas en el

manuscrito de tesis.

Al Dr. Jhon Fredy Castafieda Gémez, Universidad Surcolombiana (Colombia), por
proporcionar el material vegetal de estudio y la asesoria brindada durante la
realizacion del presente trabajo de investigacion.

A la Dra. Mabel Clara Fragoso Serrano, Departamento de Farmacia de la Facultad de
Quimica (UNAM), por su asesoria en el desarrollo del presente trabajo de
investigacion, por la calidez humana con la que me recibio en el laboratorio y por sus

valiosos consejos para mi formacion integral.

A mis amigos y compafieros por todo el apoyo brindado durante este valioso tiempo
en la UNAM.

A mi familia por ser la principal motivacion para continuar mis estudios de posgrado.



“A mis padres: Herneley Gualteros Hernandez y Angelmira Montario por ser
el mayor ejemplo de tenacidad y amor que hay en mi vida; a mi hermano:
Carlos Alberto Gualteros Montafio por ser la luz de mis ojos”



RESUMEN

Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae) crece principalmente como enredadera, tiene una
floracion estacional y presenta una morfologia acampanada. Se encuentra adaptada a diversos
tipos de habitats, sin embargo, los climas tropicales y calidos favorecen su crecimiento. Entre
los usos mas destacados de esta especie vegetal se pueden enumerar sus propiedades

nutricionales, alucionogénas, farmacobioldgicas y ornamentales.

En la presente disertacion, se presenta el estudio quimico del extracto metandlico obtenido
de las partes aéreas de la especie 1. hederifolia. Asi, se aislaron y purificaron por primera vez
las resinas glicosidicas de esta especie, las cuales se sometieron a saponificacion y
peracetilacion para la obtencién de cuatro acidos glicosidicos peracetilados mayoritarios y
su posterior purificacion mediante el empleo de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) a nivel preparativo, haciendo uso de las técnicas de “corte y rasurado de nucleo” y
de reciclaje de pico. Se realizé la elucidacion estructural de dos de estos oligosacaridos que
se identificaron como estructuras novedosas en la literatura fitoquimica y fueron
denominaron como los acidos hederifolicos 1 y Ill, constituidos por dos unidades de D-

glucosa, dos de D-quinovosa, dos de L-ramnosa y una de D-fucosa.

La elucidacion estructural se llev a cabo a través del empleo de técnicas espectrometricas,
(espectrometria de masas mediante ESI y FAB) y espectroscopicas, como la resonancia
magnética nuclear (*H y *C en 1D y 2D). Los pesos moleculares se determinaron mediante
espectrometria de masas, las unidades sacéridas se establecieron por medio de los
experimentos de HSQC, TOCSY y COSY vy la secuencia de glicosilacion se establecié con
el empleo de los experimentos HMBC y ROESY. Los acidos hederifolicos I y 111 diferen
entre si por por unidad de oxigeno (16 Da) en su peso molecular, indicando una posicién de
hidroxilacion en C-3 de la cadena hidrocarbonada de la aglicona constituida por el &cido 3-
12-dihidroxiheptadecanoico en el &cido hederifélico | y el 12-hidroxiheptadecanoico en llI.
La identificacion estructural de estas moléculas permite demostrar la diversidad quimicay la
complejidad de estos compuestos con una distribucion restringida entre las especies de la

familia de las convolvulaceas.



ABSTRACT

Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae) grows mainly as a vine and has a seasonal
flowering with funnel shaped flowers. This plant is adapted to different types of habitats, but
tropical and warm climates being favored for its development. Among the most common
uses of this species are the nutritional, hallucinogen, and ornamental. Many

pharmacobiological properties have been described for this morning-glory.

In the present dissertation, the chemical study of the methanol-soluble resin glycosides
obtained from the aerial parts of I. hederifolia is described. The total MeOH-soluble extract
was derivatized by a saponification followed by acetylation to isolate four major
peracetylated glycoside acids, named as hederifolic acids I-1V. The isolation of this novel
derivatives was performed by preparative High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC). "Core-cutting and shaving" and peak recycling techniques were used to achieve
their purification. The linear oligosaccharide was assembled by two D-glucoses, two D-

quinovoses, two L-rhamnoses, and one D-fucose.

Extensive work was performed exploring 1D and 2D NMR spectra for assessing the *H
and *C NMR chemical shifts in order to complete the structure elucidation of the isolated
hederofolic acids | and IlI: the molecular weights were determined through mass
spectrometry (ESI/FAB-MS); the saccharide units were elucidated by the HSQC, TOCSY
and COSY experiments; and finally, the glycosylation sequence was established through the
HMBC and ROESY experiments. The difference between hederifolic acids I and 111 was one
atom of oxigen (16 Da), which indicated the presesnce of a hydroxylation in position C-3 of
the aglycone in hederifolic acid acids I. Thus, 3-12-dihydroxyheptadecanoic acid was the
aglycone in hederifolic acid I, while 12-hydroxyheptadecanoic in Ill. The structural
identification of these molecules allows us to demonstrate the chemical diversity of the resin

glycosides from their morning-glory family and their chemical complexity.



2.1

2.11

2.1.2

2.1.3

2.2

2.2.1

2.2.2

2221

2.2.2.2

2.2.2.3

2224

2.2.25

2.2.3

2.3

2.4

2.5

2.5.1

CONTENIDO

Pag
Lista de Figuras.........oooiiriiiiiiiii i VI
Lista de Cuadros. ... ....ooeveiniiiiiiiii e VI
Lista de abreviaturas............cocooiiiiiiiiiiiiiiiiee IX
INTRODUCCION. .....ooiiiiiiiiieeeeeiiiiiiice e 1
ANTECEDENTES. ..., 3
Generalidades. ... 3
Familia Convolvulaceae................coooiiiiiiiiiiiiii 3
GENEIO IPOMOBA. ... .t 3
Interés farmacobioldgico...........oviiiiiiii i, 4
Ipomoea hederifolia: Identificacion taxonomica..................... 4
Morfologia vegetal de la Ipomoea hederifolia........................ 5
Actividades biologicas de la especie en estudio...................... 5
Actividad antiinflamatoria................oooiiiiiiiiiiii 5
Actividad antioXidante...........covvviiiiieiiice e 5
Actividad anticonvulSiva............ocoiiiiiiiiiii s 6
Actividad antimicrobiana.............cocoviiiiiiciii e 6
Actividad CItOtOXICA. ....uveitiii i, 6
Usos medicinales de Ipomea............coeevvviiiiiiiiiiiniienenn, 7
Resinas glicosidicas. .........o.ovuiiiiiiiii 7
Técnicas cromatograficas...........o.oevveiiiriiniiniiiiiineeeins 8
Elucidacion estructural.............c.ooooiiiiiiiiiiiiiiii, 10
Meétodos degradativos........cevviiniiiiiii i 10



2.5.2 Métodos no degradativos.............oooevviniiiiiiiieiiee e,

2.6 Diversidad estructural en la fraccion metandlica o convolvulina...
3. JUSTIFICACION. ...t

4, HIPOTESIS. ...,

5. OBJETIVOS. ..o
5.1 Objetivo general..........ovviiiiiii i
5.2 ODbjetivos especifiCos......ovviiriieii i

6. METODOLOGIA......coiiiiiiiiiiiiieieis
6.1 Meétodos cromatografiCos. ... ..o.vvvivuiiiiiiiiiiia e
6.2 Recoleccion del material vegetal...............ooooiiiiiiiiiiiinnn.
6.3 Identificacion taxondmica del material vegetal.......................
6.4 Secado y molienda de las partes aereas de Ipomoea hederifolia....
6.5 Obtencion de eXtractos. . ......eueeuein i,
6.6 Fraccionamiento primario del extracto metanélico...................
6.7 Cromatografia en capa fina...............cooeiiiiiiiiiiiiiiii e,
6.8 Preparacion de derivados de la fraccion XVIIIL.......................
6.8.1 Hidrolisis alcalina..............oooeiviniiiii
6.8.2 Preparacion del diazometano...............ooovviiiiiiiiiiiiinnnnn.e
6.8.3 Preparacion del derivado peracetilado..................coooeiiiinn.
6.9 Técnicas instrumentales...............ooviiiiiiiiii
6.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).....................
6.9.1.1 Purificacion del derivado acetilado-metilado.........................
6.9.2.1 Condiciones de operacion a nivel analitico...........................
6.9.2.2 Condiciones de operacion a nivel preparativo........................

11

11

19

19

20

20

20

21

21

22

22

22

23

23

24

24

24

25

25

25

25

25

26

27



6.10

6.11

6.12

6.13

7.1

7.2

7.3

7.3.1

7.3.2

7.4

7.5

7.6

7.7

7.7.1

7.7.2

10.

Determinacion de las constantes fiSICaS......ovveeereineeeeeeennnnnn.

Resonancia magnética nuclear..................oooiiiiiiiiiiiia.n,

Espectrometria de masas. ............c.oevuiiniiiiniieieieieieannn,

Identificacion de las agliconas y azucares................ccceeuenn.n.

ANALISIS DE RESULTADOS........oiiiiiiieiiiieeei e,

Identificacion taXoNOMICA. . .....ooveee e,

Fraccionamiento del extracto metandlico..............oooooviiina...

Aislamiento de las resinas glicosidicas..................ccoeeennnn,

Condiciones cromatograficas CLAE a nivel analitico...............

Condiciones cromatograficas CLAE a nivel preparativo............

Purificacion de los acidos glicosidicos mayoritarios.................

Rotacion oOptica y puntos de fusion de los &cidos hederifolicos I-

Elucidacién estructural de los acidos glicosidicos...................

Acido hederifOlico L. ..vr e,

Acido hederifOlico 1.,

CONCLUSIONES. ...,

BIBLIOGRAFIA . ... e

ANEXOS

28

28

28

29

30

30

30

31

31

32

33

33

34

35

35

45

52

53

61



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructuras quimicas de los carbohidratos mas comunes en los ndcleos
de las resinas glicosidicas.

Figura 2. Estructura general de una resina glicosidica de tipo macrociclico y
anfipatica. Porcién hidrofilica (nlcleo oligosacarido) porcion hidrofébica (acido
organico y acido graso).

Figura 3. Acidos arvénsicos aislados del extracto metandlico de Convolvulus
arvensis.

Figura 4. Estructuras de los compuestos aislados del extracto metandlico de las
semillas de Quamoclit x multifida: 1 = multifidina 111; 2 = multifidina IV; 3 =
multifidina V; 4 = multifidina VI; 5 = multifidina VII; 6 = multifinida VIII; 7 =
multifidina IX; 8 = metil éster del 4cido quamoclinico; 9 = acido operculinico
XI1I; 10 = &cido quamoclinico I; 11 = QM-10y 12 = QM-12.

Figura 5. Acidos arvénsicos E-J aislados de Convolvulus arvensis.

Figura 6. Resinas glicosidicas reportadas de Phabitis nil.

Figura 7. Estructura quimica del jalapinésido I.

Figura 8. Estructura quimica del jalapinésido I1.

Figura 9. Estructura quimica del jalapinésido B.

Figura 10. Partes aéreas de Ipomoea hederifolia, Reserva Natural La Montafia del
Ocaso, Quindio, Colombia, marzo de 2013.

Figura 11. A) Columna abierta, fraccionamiento primario. B) Eluatos obtenidos.

Figura 12. A) Cromatografo liquido de alta eficiéncia; com detector de indice de
refraccion; B) Véalvula de reciclaje.

Figura 13. Perfil cromatogréafico de la fraccion XVIII, obtenido por cromatografia
liquida de alta eficiencia a nivel preparativo.

Figura 14. Perfil cromatogréfico a nivel analitico de la fraccion XVII1 del extracto
metandlico.

Figura 15. Perfil cromatografico a escala preparativa de la fraccion XVIII del
extracto metandlico de las partes aéreas de I. hederifolia, donde se muestran los
picos aislados por la técnica de “corte de nucleo”.

Pag.

12

13

14
15
16
17
18

22

23

26

28

32

33

VI



Figura 16. Espectro de RMN *H (400 MHz) del 4cido hederifélico | peracetilado

Figura 17. Region de sefiales anoméricas del espectro de HSQC, acido
hederifélico I.

Figura 18. Porcion del espectro bidimensional COSY (*H — H) del &cido
hederifélico 1. Correlaciones 2Ju-H: Q 1-2; Qui Hi-H2, Q 2-3; Qui H2-Hs Q 3-4; Qui
Hs-H4, Q 4-5; Qui Ha-Hs,

Figura 19. Figura 19. Porcion del espectro bidimensional TOCSY (*H — tH) del
acido hederifélico I. Abreviaturas: Glu =G = glucosa, Ram = R= ramnosa, Qui =
Q= quinovosa, Fuc = F= fucosa.

Figura 20. Porcion del espectro ROESY del acido hederifdlico I. Interaccion nOe:
Ram’ H-3 (81 4.66)/Glu’ H-1 (81 5.43).

Figura 21. Espectro de masas por impacto electronico de la aglicona metilada-
sililada y su patrén de fragmentacion (70 eV).

Figura 22. Estructura quimica propuesta para el acido hederifolico I.

Figura 23. Comparacion de los espectros de H- RMN (400 MHz) obtenidos para
los acidos hederifdlicos | (trazo superior) y Il (trazo inferior).

Figura 24. Region de sefiales anoméricas del espectro de HSQC, acido
hederifdlico I11.

Figura 25. Porcion del espectro bidimensional COSY (*H-'H) del é&cido
hederifélico 111. Correlaciones 3Ju-+: G 1-2; Glu Hi—H2, G 3-2; Glu H3—Hz, G 3.4; Glu
Hs—Ha, G 4-5; Glu Ha—Hs, G 6a-6b; Glu Hea—Heb, G 5-6a; Glu” Hs-Hea.

Figura 26. Porcion del espectro bidimensional TOCSY (*H — 'H) del écido
hederifdlico I11. Abreviaturas: Glu=G =Glu’=G"= glucosa, Ram = R= Ram'= R’
ramnosa, Qui = Q= Qui’= Q"= quinovosa, Fuc = F= Fuc’= F= fucosa.

Figura 27. Estructura quimica propuesta para el acido hederifélico I11.

36

37

38

39

40

41

44

47

48

51

VIl



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Fraccionamiento primario del extracto metandlico de Ipomoea
hederifolia

Cuadro 2. Identificacion taxondmica del material vegetal.

Cuadro 3. Fracciones reunidas del extracto metanolico

Cuadro 4. Puntos de fusion y rotaciones Opticas para los acidos hederifélicos
I-1V.

Cuadro 5. Masas de los acidos hederifélicos I-1V

Cuadro 6. Constantes espectroscopicas de RMN H (400 MHz) y 3C (100
MHz) para el &cido hederifélico | en piridina-ds.

Cuadro 7. Constantes espectroscopicas de RMN 'H (400 MHz) y *C (100
MHZz) para el &cido hederifélico Il en piridina-ds.

Péag.

24

30

31

34

34

42

49

VIl



ABREVIATURA
CCF
CLAE
CosY
d
dd
ddd
d.i.
ESI
FAB
Fuc
Glu
HMBC
HPLC
HR-MS
HSQC
J
MS
Piridina ds
P.f.
Qui

Ram

LISTA DE ABREVIATURAS

SIGNIFICADO
Cromatografia en capa fina
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

Correlation spectroscopy
Doblete
Doble de dobles
Doble de dobles de dobles
Diametro interno
Electrospray ionization
Fast Atom Bombardemet
Fucosa
Glucosa
Heteronuclear multiple-bond coherence spectroscopy
High Performance Liquid Chromatograpy
High Resolution Mass Spectrometry
Heteronuclear single-quantum coherence spectroscopy
Constante de acoplamiento
Mass Spectrometry
Piridina deuterada
Punto de fusion
Quinovosa

Ramnosa


http://scholar.google.com.mx/scholar?q=hrms+high+resolution+mass+spectrometry&hl=es&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart

RMN

TOCSY

1D

2D

Resonancia magnética nuclear
Triplete
Total correlation spectroscopy
Monodimensional

Bidimensional



1. INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado un rol importante desde la antigliedad en la vida de los
humanos, cubriendo necesidades basicas como alimentacion, materia prima para la
construccion de viviendas y ropa, para ambientar espacios y en la preparacion de remedios
herbolarios [1]. Las especies vegetales se encuentran distribuidas a lo largo del planeta y se
han adaptado a condiciones climaticas variadas, lo que ha facilitado su propagacion y
crecimiento por diferentes territorios. En las especies vegetales se encuentran principios
bioactivos, de ahi que se empleen en la elaboracion de fitofarmacos enfocados en el
tratamiento de padecimientos especificos. Los conocimientos ancestrales sobre los
preparados medicinales han sido un aliciente, en la busqueda actual de metabolitos con
interés farmacobiol6gico, debido al actual interés del hombre por utilizar productos que

provengan de origen natural [2].

La familia Convolvulacea ha sido utilizada en la preparacion de remedios herbolarios
desde la antigliedad. Uno de los géneros mas importantes dentro de esta familia es el Ipomea,
que cuenta con aproximadamente 500 especies reportadas; éstas crecen de forma silvestre
como enredaderas, arbustos o pequefios arboles, presentan floracion anual y sus flores poseen
forma de campanas. Las especies de Ipomea presentan una amplia actividad biol6gica debido
a los metabolitos secundarios que la conforman (alcaloides de tipo ergot y glicolipidos
principalmente) [3]; tal es el caso de I. batatas que presenta actividades antimutagénica [4],
antioxidante [5] y se emplea como una fuente alimenticia [6, 7]. En las especies I. aquatica
e |. carnea la actividad antihipoglucemiante y su contenido de alcaloides [8, 9]; las especies
I. pes-capre e I. cairicia han mostrado propiedades antinociceptivas [10,11] e I. nil presenta
efectos purgantes [12]. Estudios recientes describieron que 1. alba desarrolla un efecto
modulador a la resistencia cruzada a farmacos en celulas tumorales resistentes a vinblastina,

entre otros [13].

Los efectos purgantes de las ipomoeas se atribuyen a compuestos llamados resinas
glicosidicas; estas moléculas estan compuestas por una parte hidrofilica conformada por un
nucleo oligosacarido y una parte hidrofobica constituida por una aglicona, representada por
un &cido graso mono o dihidoxilado de 14 6 16 dtomos de carbono, generalmente en forma

1



de macrolactona. También, el ntcleo oligosacarido puede encontrarse esterificado con &cidos
grasos saturados de diferente longitud de cadena [14]. Los estudios quimicos basados en las
especies de Ipomoea han permitido el aislamiento de sus metabolitos secundarios principales
tales como los glicolipidos y conocer acerca de la diversidad estructural de estas moléculas,
como es el caso de los pescaprésido A y las pescapreinas I-V de I. pes-capre [15], las
murocoidinas I-V de I. murucoides [16] y las escamoninas I-11 y orizabinas V-VIII de I.

orizabensis —la falsa jalapa— [17], a los cuales se les han atribuido un potencial citotoxico.

El presente estudio se basé en la contribucion al conocimiento de la diversidad quimica
de las resinas glicosidicas. Para ello, se estudiaron los glicolipidos presentes en el extracto
metandlico obtenido de las partes aéreas de I. hederifolia. Esta especie se distribuye
ampliamente en las zonas tropicales de América y, en la actualidad, no existen descripciones
en la literatura sobre su composicion quimica. Las partes aéreas de la I. hederifolia se
recolectaron en la Reserva Natural La Montafia del Ocaso, en el municipio de Quimbaya,
Departamento del Quindio, Colombia. Posteriormente, este material se dejé secar a 40 °C
durante siete dias; seguidamente, fue pulverizado y se realiz6 una extraccion por maceracion
exhaustiva con metanol. Una vez obtenido el extracto, éste se fraccion6 por cromatografia en
columna abierta y, por medio de cromatografia en capa fina, se seleccionaron las fracciones
en las que se encontraban las resinas glicosidicas. Se emplearon métodos degradativos para
facilitar su andlisis cromatografico. Los compuestos fueron aislados y purificados a través de
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), empleando las modalidades de “rasurado y
corte de nticleo” y “reciclaje de pico” a traves de un nimero determinado de ciclos. Las masas
de los compuestos se establecieron por medio de espectrometria de masas de alta y baja
resolucion y la elucidacion estructural por medio de resonancia magnética nuclear, RMN (*H

y 3C) empleando experimentos mono y bidimensionales.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Familia Convolvulaceae

La familia Convolvulaceae contiene 57 géneros y 1880 especies descritas hasta hoy [18];
se encuentra distribuida en diferentes habitats debido a que se propaga rapidamente y se
adapta a diferentes tipos de climas, favoreciendo su crecimiento y distribucién los climas
templados [19]. Las especies pertenecientes a esta familia pueden presentar crecimientos de
tipo arbustivo, pero en la mayoria de los casos crecen como enredaderas o lianas. Dentro de
esta familia, los alcaloides alucindgenos de tipo ergot — son biosintetizados por hongos
enddfitos [20] que viven en asociacion en los tejidos internos de estas plantas— y las resinas
glicosidicas, se encuentran como los metabolitos secundarios principales, estas Ultimas de

interés farmacobiol6gico principalmente por su accion purgante, entre otras [21, 22].

2.1.2 Género Ipomoea

Las especies del género Ipomoea son las mas abundantes dentro de la familia
Convolvulaceae. Este genero esta conformado por 650 especies y su crecimiento se ve
favorecido en los climas céalidos y tropicales. Estas plantas son enredaderas, arbustos y
arboles pequefios que florecen en ciertas épocas del afio en la forma de una campana [23,
24].

En la medicina tradicional [21], las especies de este género han sido empleadas en la
elaboracion de remedios herbolarios para el tratamiento de multiples padecimientos; se usan
principalmente por sus efectos purgante (I. purga), antimicrobiano (I. murucoides),
anticancérigeno (I. orizabensis) y antiinflamatorio (. pes-caprae), entre otros; también, se
utilizan como una fuente nutricional (I. batata) y con fines ornamentales (. purpurea) [25-
27].



2.1.3 Interés farmacobioldgico

El género Ipomoea, al igual que todos los miembros de las convolvulaceas, tiene como
principal caracteristica la presencia de células secretoras de resinas glicosidicas; éstas son
moléculas de caracter anfipatico, constituidas por una parte hidrofébica (aglicona) y una parte
hidrofilica (nucleo de sacaridos). Estas especies se han empleado desde la época
precolombina, principalmente, por su accion purgante que desperté el interés cientifico por
el estudio quimico de estas especies vegetales [28]. También, numerosas especies de
convolvulaceas se utilizan ampliamente en la jardineria, gracias al colorido de sus flores para
ornamentar diferentes espacios. Ademas, sus semillas se usan como agentes entedgenos en
rituales de adivinacion o religiosos, asimismo con fines recreativos, ladicos o medicos,
debido a las alucinaciones que se pueden presentar tras su consumo por la presencia de

alcaloides alucindgenos de tipo ergot [20].

Uno de sus principales usos es el nutricional, tal es el caso de I. batatas, esta especie es
originaria de la region mesoamericana, comtinmente conocida como ‘“‘camote”; esta
enredadera es de facil cultivo y resistente a condiciones climaticas variables, presenta un
crecimiento como planta rastrera, posee raices comestibles las cuales han sido empleadas
para la alimentacion desde los tiempos prehispanicos en México, debido a que cuenta con un

alto contenido de carbohidratos, vitaminas, fibras y minerales [29].

2.2 Ipomoea hederifolia: Identificacion taxonomica

La I. hederifolia se identifica taxondmicamente como se muestra a continuacion [30].

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Epiteto especifico  I. hederifolia
Autor botanico Linnaeus

“Scarlet morning glory”,

Nombre comun batatilla roja




2.2.1 Morfologia vegetal de la Ipomoea hederifolia

La I. hederifolia es una enredadera de florecimiento anual de tipo heterofila (hojas
desiguales), tiene estomas paraciticos y tricomas multicelulares que se encuentran en las
hojas y el tallo. Al ser heterofila, las morfologias de sus hojas son ovaladas, suborbiculares
y lobuladas de 2-15 cm de largo. Las flores poseen pedicelos de 5-7 mm de largo, un apice
obtuso, exteriores de dos sépalos con una cerda subterminal de 1.6-6 mm de largo, corola de
color rojo a amarillo rojizo 2.5-4.5 cm de largo. Las semillas son de color marrdn obscuro o

en algunos casos negras, de superficie piriforme y dorsal [31,32].

2.2.2 Actividades biologicas de la especie en estudio

2.2.2.1 Actividad antiinflamatoria

Se determind la actividad antiinflamatoria del extracto metanolico de I. hederifolia; para
ello, OjoAtawodi y colaboradores emplearon dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de extracto en
ratas a las que se les habia inducido la formacion de edemas en las patas, por medio de una
inyeccion de carragenina. Encontraron que la inflamacion se redujo en comparacion con el
grupo control de animales. EI mayor porcentaje de inhibicion (54.63%) lo presento el extracto
metanolico a una concentracion de 300 mg/kg, también realizaron pruebas con el farmaco de
referencia la indometacina el cual inhibi6 en un 57.55%. En el modelo inflamatorio cronico,
las fracciones metanolicas (200 y 300 mg/kg) inhibieron el peso del granuloma en 18.15% y
22.24%, respectivamente, mientras que la indometacina lo inhibid en 29.63%. Los resultados
indican que el extracto metanolico de I. hederifolia presenta actividad antiinflamatoria en la

inflamacién aguda y cronica [33].

2.2.2.2 Actividad antioxidante

Los autores [30] determinaron la actividad antioxidante a través del ensayo de
blanqueamiento del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) [34]. Trazaron la curva de



inhibicion y obtuvieron los valores de 1Cs0 50, 42 y 65 L, encontrando que el extracto de I.

hederifolia posee actividad antioxidante por el método del DPPH.

2.2.2.3 Actividad anticonvulsiva

Botham y colaboradores evaluaron la toxicidad aguda, teniendo como base, la guia de la
toxicidad OCDE-423. Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo sobre un grupo de ratones
y encontraron que la I. hederifolia en bajas concentraciones es un estimulante del sistema

nervioso central [35].

2.2.2.4 Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana del extracto de 1. hederifolia [30,36] se probd contra bacterias
Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Las cepas bacterianas se
cultivaron en el medio Luria Bertani (LB) esterilizado (pH 5.7) durante 16-18 h a 37 °C en
un agitador rotatorio. Se prepararon los medios de LB con agar como agente gelificante y se
esterilizaron a 121 °C durante 15-20 minutos en una autoclave. Los discos esterilizados se
colocaron a la misma distancia. Los cuatro compuestos (5 mg cada uno) se pesaron y se
disolvieron en 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Las muestras de analisis (3 uL) se
colocaron en los discos y las placas se envolvieron herméticamente con parafilm y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Se encontrd que el extracto de I. hederifolia presentaba

actividad antibacteriana.

2.2.2.5 Actividad citotéxica

Se evalué el efecto de la convolvulina extraida de la raiz de la I. hederifolia sobre las
lineas celulares aislados de aorta e ileon de rata y contra lineas celulares de Caco-2 y KB.
Este extracto metandlico demostrd actividad citotoxica contra la linea celular KB derivada

del carcinoma nasofaringeo [30].



2.2.3 Usos medicinales de Ipomoea

Las raices de algunas especies de Ipomoea se han empleado para tratar dolores de
estbmago, como purgantes y antiparasitarios. La papa gigante, I. mauritiana, es uno de los
ingredientes del chyawanprash, un preparado herbolario de la medicina Ayurvédica
conocido por sus propiedades medicinales y nutritivas como “el elixir de la vida” [37]. Las
semillas de 1. tricolor e 1. violacea fueron empleadas por los aztecas y zapotecas, en rituales
chamanicos y religosos, también, las usaron en la preparacién de venenos basandose en sus
propiedades enteogénicas debido a su alto contenido de alcaloides de tipo ergolina, muchas
especies contienen alucindgenos derivados del ergot producidos por hongos endofitos del

género Periglandula [20].

2.3 Resinas glicosidicas

Las resinas glicosidicas son derivados glicosilados de é&cidos grasos mono Yy
dihidroxilados generalmente de 14 6 16 atomos de carbono. Su estructura quimica le otorga
un carécter anfipatico al poseer un &cido graso (hidréfobo) y un ndcleo de azlcares
(hidrofilo); estos constituyentes estan unidos a través de un enlace tipo éster intramolecular
(enlace anomérico) formando una estructura macrociclica a través de una lactonizacion
intramolecular o también se pueden encontrar en la forma abierta y el nucleo oligosacarido
se puede encontrar esterificado por acidos grasos de cadena corta o larga. Cabe mencionar
que estas moléculas forman parte de los principales metabolitos secundarios constitutivos de

la familia Convolvulaceae [21].

Los oligosacaridos son metabolitos de alto peso molecular, el nicleo compuesto por
azucares se une a través de enlaces O-glicosidicos, los cuales se conectan por medio de
enlaces covalentes. Los monosacaridos que con mayor frecuencia se encuentran en estos
compuestos son la D-glucosa, la D-quinovosa, la L-ramnosa, la D-fucosa y, con menor

frecuencia, la D-xilosa (Figura 1) [38].
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Figura 1. Estructuras quimicas de los carbohidratos mas comunes en los nucleos de las
resinas glicosidicas.

Los oligosacéaridos presentan una gran diversidad estructural debido al nimero y tipo de
unidades que constituyen el nicleo, la posicion y el tipo de lactonizacion, las posiciones y la
cantidad de hidroxilaciones de la aglicona, la secuencia de glicosilacion la cual puede ser
lineal o ramificada, el tipo de ésteres que estan unidos a los carbohidratos. Se han descrito
desde nucleos disacaridos hasta heptasacaridos, al igual que dimeros, entre otros. La aglicona
de estas moléculas estd compuesta principalmente por los &cidos jalapindlico (11S-
hidroxihexadenacoico) o convolvulinico (11S-hidroxitetradecanoico). Estas especies se
pueden aislar a través de CLAE y se pueden caracterizar a través de RMN 1D y 2D y HR-
MS [27, 28, 30]. En la Figura 2 se presenta la estructura general de una resina glicosidica

caracteristica de las convolvulaceas.

2.4 Técnicas cromatograficas

La estructura quimica de las resinas glicosidicas dificulta su separacion mediante el
empleo de métodos convencionales como la cromatografica en capa fina o en columna; esto
se debe principalmente a la naturaleza anfipatica de estas moléculas que cuentan con una

porcion polar y otra apolar; ademas, muchas de estas moléculas presentan el mismo nucleo



oligosacarido y cuentan Unicamente con una diferencia estructural en sus agliconas. Por lo
tanto, su coeficiente de particion es sumamente semejante. Para ello surgié la necesidad de
emplear técnicas de mayor resolucion, como la cromatografia de liquidos, que permite la
separacion de moléculas de alta complejidad como los oligosacaridos. Ante la necesidad de
analizar moléculas con alto peso molecular, no volatiles y termolabiles, surgi6 la CLAE la
cual permite el analisis de biomoléculas como los oligosacaridos y polisacaridos de origen
vegetal. Las caracteristicas quimicas de las resinas glicosidicas, hacen que sea idoneo el uso

de la cromatografia liquida en fase reversa (FR-CLAE) para su analisis [39].
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Figura 2. Estructura general de una resina glicosidica anfipatica de tipo macrociclica.
Porcién hidrofilica (nacleo oligosacarido) porcion hidrofobica (&cido organico y acido
graso).

Es importante tener en cuenta la naturaleza de la fase estacionaria para lograr una
adecuada separacion y obtener la mejor resoluciéon de las mezclas de resinas glicosidicas,
para ello se emplean las columnas de silice derivatizadas con grupos hidrofébicos de cadenas

alifaticas Cis (octadecilsilano), amino (aminopropilsilano), ciano (cianopropilsilano) y fenilo
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(fenilsilano); el uso de cada columna dependera de la evaluacion de diferentes parametros

operacionales, buscando obtener la mejor separacion de los picos cromatogréaficos [40].

La separacion de los componentes utiliza el principio de la cromatografia, sin embargo,
la purificacion de los compuestos de interés se debe principalmente al uso de las técnicas de
“corte y rasurado de nucleo” y “reciclaje de pico” [41]. Estas técnicas implican la presencia
de una valvula de reciclaje en el equipo cromatogréafico, haciendo que el pico de interés
recircule por la columna y sea detectado por el detector de indice de refraccion un nimero
determinado de ciclos, esto permite la purificacién del compuesto de interés por tanto a traves
del reciclaje se eliminan las sustancias consideradas como impurezas [8]. El uso de la valvula
de reciclaje ha permitido la separacion de un gran numero de oligosacaridos tales como las
orizabina I-XXI (l. orizabensis) [41], las purginas I-111 (1. purga) [37], las murucoidinas I-V

(I. murucoides) y los batatinésidos I-V1 (I. batatas) [42].

2.5 Elucidacion estructural

Para lograr una separacion estructural adecuada, se suelen emplear métodos degradativos
como las hidrolisis alcalina y acida, asi como las técnicas espectroscopicas de RMN (1D y

2D) y técnicas espectrométricas de alta y baja resolucién [21].

2.5.1 Métodos degradativos

Los métodos degradativos son reacciones quimicas que se usan para reducir la
complejidad de las moléculas que se desean analizar. En este caso se utilizan hidrolisis que
permiten dividir la molécula en fragmentos méas pequefios. Para ello, se emplean técnicas de
saponificacion a traves de las cuales se pueden obtener los &cidos organicos que esterifican
al nucleo oligosacarido y la apertura de la macrolactona. Estos productos de saponificacion
son derivatizados, para formar ésteres metilicos solubles en disolventes organicos apraticos
como el CHCls, que facilitan su andlisis por cromatografia de gases. En tanto que el &cido
glicosidico resultante es soluble en agua y se recupera a través de particiones con n-butanol,

la hidrdlisis y derivatizacion de estos oligosacaridos generan cambios en su polaridad que
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permiten realizar corridas cromatograficas con mejor resolucién y separacién en un menor
tiempo [40].

2.5.2 Métodos no degradativos

Para la elucidacion estructural es necesario emplear herramientas espectroscopicas y
espectrometricas tales como la RMN y la HR-MS. Estas técnicas permiten determinar la
estructura quimica de la molécula sin necesidad de degradar el producto de origen. Por medio
de la RMN, utilizando los experimentos en 1D (*H y *C) y 2D (COSY, TOCSY, HMBC,
HSQC y ROESY) se obtienen espectros que proporcionan informacion acerca de los tipos de
enlaces, carbonos anomericos (numero de unidades sacaridas presentes en la molécula);
también, se pueden establecer la secuencia de glicosilacién, la posicion de lactonizacion, de

esterificacion del nucleo sacarido y de hidroxilacion en la aglicona [43].

2.6 Diversidad estructural en la fraccién metandlica o convolvulina

Los acidos arvénsicos A-D fueron aislados del extracto metandlico de la especie
Convolvulus arvensis [44]. Los cuatro compuestos presentaron el mismo ndcleo
heptasacarido, constituido por una unidad de D-fucosa, dos unidades de L-ramnosa y cuatro
unidades de D-glucosa. Los acidos arvénsicos A-D solo difieren entre si en la hidroxilacién
en la posicién C-3 de la aglicona y en su longitud (véase Figura 3), siendo para el &cido
arvensico A, el acido (12S)-hidroxipentadecanoico; para el acido arvénsicos B, el acido
(12S)-hidroxihexadecanoico; para el 4&cido arvensicos C, el acido (3S,129)-
hidroxipentadecanoico; y, por ultimo, para el acido arvénsicos D, el acido (3S,12S)-

hidroxihexadecanoico.

Ono y colaboradores lograron aislar siete resinas glicosidicas a partir del extracto
metanolico de las semillas de Quamoclit x multifida [45], el material vegetal se compré en
Japén en 1990, la identificacion se llevd a cabo por el profesor Kazumoto Miyahara y el
ejemplar de herbario fue depositado en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales,
Escuela de Agricultura de la Universidad de Tokai. Los autores nombraron a los

oligosacaridos aislados como las multifidinas 111-1X y, también, aislaron cinco glicésidos ya
11



conocidos como el éster metilico del acido quamoclinico, los &cidos operculinico XIlII,

quamoclinico I, QM-10y QM-12 (véase Figura 4). La estructura quimica de los compuestos

purificados se determiné a través del analisis de los espectros obtenidos por RMN mono (*H
y 3C) y bidimensionales (COSY, TOCSY, HMBC y HMQC) a una frecuencia de 500 y 600
MHz. Las masas de los compuestos se determinaron utilizando las técnicas espectrométricas

de baja y alta resolucién. Por ultimo, se evalud el potencial citotoxico de las multifidinas 111,

IV y VII, el acido operculinico XIlIl, y de los compuestos QM-10 y QM-12,
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A partir del extracto metandlico de Convolvulus arvensis y técnicas de hidrdlisis, Fan 'y
colaboradores lograron purificar seis nuevos &cidos glicosidicos identificados como los
acidos arvénsicos E-J (Figura 5) [46]. La estructura quimica se establecié a través de técnicas
espectroscopicas como RMN, empleando los experimentos mono (*H y C) vy
bidimensionales (HSQC, HMBC, TOCSY y COSY) obtenidos en un equipo de 500 MHz.
Para la determinacién de la masa molecular emplearon la CLAE acoplada de espectrometria
de masas (CLAE-ESI-MS).

Los &cidos arvénsicos poseen estructuras de hexa y heptasacaridos, los compuestos A 'y B
tienen un esqueleto de siete unidades sacéridas, conformadas por una unidad de L-ramnosa,
dos unidades de D-fucosa, y cuatro unidades de D-glucosa. Para los &cidos C y D encontraron
que tienen un nucleo oligosacaridos de seis unidades, constituido por una unidad de L-
ramnosa, una unidad de D-fucosa y cuatro unidades de D-glucosa. Los metabolitos E y F
tienen un esqueleto hexasacarido compuesto por tres unidades de D-glucosa, dos unidades de
D-fucosa y una unidad de L-ramnosa. Los autores determinaron que los compuestos A, C y
E presentan al acido 11S-hidroxiheptadecanoico como aglicona y los acidos arvénicos B, D

y F poseen al 4cido 11S-hidroxihexadecanoico.
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Ono describe una revision de las resinas glicosidicas presentes en algunas especies de la
familia Convolvulacea: 1. operculata, Pharbitis nil, Quamoclit pennata, Calystegia
soldanela e I. muricata [47]. Los autores clasifican los glicolipidos teniendo como criterio la
solubilidad en éter: jalapinas (solubles) y convolvulinas (insolubles). Para la I. operculata,
reportaron las estructuras de los acidos operculinicos I-XVIII, los cuales tienen un esqueleto
de cuatro unidades de monosacaridos y el acido operculinico H un heptasacarido. En la P.
nil, se han encontrado los &cidos farbitico (acido ipurdlico, una unidad de D-glucosa y una
ramnosa), C y D (Figura 6). En la especie Q. pennata, se encontraron los acidos
quamoclinicos A-H y seis resinas glicosidicas con estructuras de macrolactonas denominadas
como las quamoclinas I-VI, estos compuestos tienen como base un nucleo de cinco unidades
sacaridas. En el extracto metandlico de hojas de C. soldanela, encontraron los acidos
soldanélicos A-D (hexasacaridos) y de las semillas de I. muricata, aislaron una nueva resina
glicosidica llamada muricatina 1X, la cual presenta una estructura de macrolactona y con un
nucleo oligosacérido de cuatro unidades. Las estructuras quimicas de los compuestos se
determinaron a traves de los experimentos mono y bidimensionales obtenidos por resonancia
magnética nuclear y las masas de los oligosacaridos se determinaron a través de técnicas

espectrométricas.
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Figura 6. Resinas glicosidicas reportadas de Phabitis nil.
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Bautista, a partir del extracto metandlico de las raices de I. purga [48], aisl6 la primera
resina glicosidica macrociclica bisdesmosidica, denominado com el nombre comun de
jalapinosido I. EI material vegetal se recolecté en Coxmatla, Municipio de Xico, Veracruz,
México, en noviembre del 2010. EI compuesto se purific6 a través de CLAE a escala
preparativa, mediante la técnica de “reciclaje de pico”. Por medio de las técnicas
espectroscopicas como resonancia magnetica nuclear (700 MHz), utilizando los
experimentos de una y dos dimensiones y también, mediante la espectrometria de masas de
alta y baja resolucion, lograron determinar la estructura y la masa molecular del compuesto
purificado constituido por tres unidades de D-quinovosa, dos de D-glucosa, una unidad de L-
ramnosa y una unidad de D-fucosa, como aglicona tiene el &cido ipurélico compuesto de 11
atomos de carbono (Figura 7). Se demostr¢ la falta de citotoxicidad por medio del ensayo
de la sulfurrodamina (SRB) y, en ensayos de modulacion, se demostrd que el jalapindsido
puede ser una muy buena alternativa en terapias de combinacidn para disminuir la resistencia

multiple a farmacos en las quimioterapias en células derivadas de tumores humanos.
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Figura 7. Estructura quimica del jalapinésido I.
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También, a partir del extracto metandlico de I. purga, Bautista y colaboradores aislaron
el jalapinosido 11 (Figura 8), una resina bisdesmosidica macrociclica que tiene como nicleo
oligosacarido al acido purgico C [49]. La raiz en polvo se extrajo exhaustivamente con
maceracion en metanol, los perfiles cromatogréaficos se obtuvieron por cromatografia liquida
de alta eficiencia a nivel preparativo, el compuesto de interés se colectd a través de las
técnicas de “rasurado y corte de pico” y purificado mediante 10 ciclos de reciclaje de la
muestra en una columna C-18. La caracterizacion estructural de la resina se realizé a través
de técnicas espectrométricas como espectrometria de masas de alta y baja resolucion y
espectroscdpicas como resonancia magnética nuclear de una y dos dimensiones. Por medio
del ensayo con sulfurrodamina, se demostré la falta de citotoxicidad del jalapinésido Il
aislado, también se encontré que éste presentaba un poderoso potencial modulador del

fenotipo de resistencia a la vinblasina en células derivadas de cancer mamario.

Qui

Dodeca

Figura 8. Estructura quimica del jalapinésido I1.
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De la fraccion convolvulinica de las especies I. purga, I. stans e I. murucoides, Ledn y
colaboradores [50], aislaron seis resinas nuevas parcialmente aciladas, la elucidacion
estructural de los compuestos se realiz6 a través de las téncnicas de RMN (1D y 2D) y
espectrometria de masas (HR-FAB-MS y ESI-MS). Estas resinas fueron nombradas como
los hexasacéridos jalapin6sido B (Figura 9) y el acido puargico D; la estansina A
(heterodimero tipo éster conformado por dos unidades del &cido estansoico A) y dos acidos
glicosidicos, el &cido murucinico Il (pentasacarido) y el acido estancinico | (tetrasacarido).
Se evaluaron la actividad citotoxica de los compuestos aislados en lineas celulares de cancer
OVCAR y UISO-SQC-1, encontrandose efectos citotoxicos para todas las muestras
ensayadas. Ademas, el jalapindsido B mostr6 una actividad antiproliferativa en células de

glioma C6 y células tumorales RG2.
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Figura 9. Estructura quimica del jalapinésido B.
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3. JUSTIFICACION

En latinoamerica, se encuentran numerosas especies vegetales que pueden presentar
propiedades farmacobioldgicas y cuyo empleo en la medicina tradicional garantizan la
presencia de metabolitos secundarios bioactivos. Sin embargo, los estudios enfocados al
conocimiento de los principios bioactivos de las plantas ain son insuficientes. Una de estas
especies es la I. hederifolia, una enredadera invasora de los cultivos de café, de la que se
sospecha contiene metabolitos secundarios que forman parte del arsenal quimico involucrado
en la ecologia quimica de esta planta y, por lo tanto, de interés medicinal como son las resinas
glicosidicas de las especies de la familia de las convolvulaceas. De esta manera, se buscara
contribuir con el estudio de los glicolipidos en el género Ipomoea, asimismo establecer
procedimientos analiticos que permitan el analisis estructural de este tipo de moléculas.

4. HIPOTESIS

El extracto metanolico obtenido de las partes aéreas de I. hederifolia presenta un alto
contenido de principios bioactivos anfipaticos, los cuales se pueden aislar y purificar por
medio de cromatografia de liquidos de alta eficiencia. De esta forma, se contribuird
ampliando los conocimientos sobre la diversidad estructural de los glicolipidos en el género

Ipomoea.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la composicion quimica de las resinas glicosidicas de la especie I. hederifolia
por medio de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia para su aislamiento y
purificacion. En tanto que la elucidacion estructural de los constituyentes purificados se
realizara mediante el empleo de técnicas espectroscopicas (RMN) y espectrométricas (EM).

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Llevar a cabo la extraccion metandlica de las partes aéreas de la I. hederifolia, con el

fin de aislar las resinas glicosidicas de caracter polar.

5.2.2 Realizar el fraccionamiento del extracto metandlico de I. hederifolia por medio de una
cromatografia en columna abierta para obtener fracciones ricas en los glicolipidos.

5.2.3 Llevar a cabo el estudio quimico de las resinas glicosidicas presentes en los extractos

metandlicos de I. hederifolia.

5.2.4 Determinar las condiciones de operacion en cromatografia liquida de alta eficiencia,
tanto a nivel analitico como preparativo para lograr la separacion de los glicolipidos presentes
en la especie vegetal en estudio y a su vez lograr la purificacion de cada uno de los
compuestos mayoritarios, utilizando las técnicas de “corte y rasurado de nicleo” y “reciclaje

de pico”.
5.2.5 Establecer la estructura quimica de los principios activos presentes en la I. hederifolia,

por medio de técnicas espectroscdpicas, como la resonancia magnética nuclear, y la

espectrometria de masas de alta y baja resolucion.
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6. METODOLOGIA

6.1 Métodos cromatogréaficos

Los métodos cromatograficos se emplearon con el fin de separar y purificar los analitos
de interés presentes en el extracto de las partes aéreas de I. hederifolia. Para ello, se realiz6
el fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna abierta del extracto
metandlico de I. hederifolia; en la cual se emple6 una columna de vidrio convencional con
dimensiones de 60 cm de largo x 15 cm de didmetro y se empacé con gel de silice 60 (Merck);
como fase movil, se emplearon los disolventes CHCls, acetona, metanol y mezclas de éstos
en polaridad creciente, partiendo de cloroformo hasta un 100% de metanol. Una vez
obtenidos cada uno de los eluatos, se monitorearon por medio de cromatografia en capa fina,
utilizando cromatoplacas de gel de silice 60 F254 sobre aluminio, las cuales se revelaron a
una temperatura de 80 °C con la adicion mediante aspersion de un agente cromdgeno (H2SO4-
sulfato cérico). Una vez agrupados cada uno de los eluatos con base en su homegeneidad
cromatogréfica (Ry), en la fraccion XVIII, se evidencio la presencia de resinas glicosidicas al
compararse con una muestra auténtica de tricolorina A. La CLAE se trabajo en modo
isocratico y en fase reversa. Una vez obtenidas las condiciones de operacion en modo
analitico, se extrapolaron a modo preparativo, utilizando una relacién matemaética para el
calculo del flujo del disolvente. La muestra se purifico a traves de las modalidades de “corte
y rasurado de nacleo” y “reciclado de pico”, por medio de una valvula de reciclaje presente
en el cromatografo liquido de alta eficiencia. La elucidacién estructural se llevé a cabo a
través de RMN en 1D y 2D; las masas de los compuestos se estrablecieron por medio de

espectrometria de masas de alta y baja resolucion.
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6.2 Recoleccién del material vegetal

Las partes aéreas de la I. hederifolia (Figura 10) se recolectaron en la Reserva Natural La

Montafia del Ocaso, en el municipio de Quimbaya, Departamento del Quindio, Colombia, en
marzo de 2013.

Figura 10. Partes aéreas de Ipomoea hederifolia, Reserva Natural La Montafia del Ocaso,
Quindio, Colombia, marzo de 2013.

6.3 Identificacion taxondmica del material vegetal

Un ejemplar de herbario de la especie de estudio I. hederifolia se deposit6 en el Herbario
Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia
en Bogota-Colombia, y se guard6é un ejemplar seco en el herbario de la Universidad del
Quindio (P. Charry y J. Castafieda, HUQ 35012).

6.4 Secado y molienda de las partes aereas de Ipomoea hederifolia

Las partes aéreas de I. hederifolia se secaron a 40 °C durante siete dias. Seguidamente, el
material vegetal seco, se pulveriz6 en un molino convencional, para disminuir el tamafio de
particula y para dar homogeneidad a la muestra; el material vegetal molido se tamizé vy,
finalmente, se almacend en un recipiente de vidro de color ambar para evitar la degradacion

de compuestos fotosensibles.
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6.5 Obtencion de extractos

Los extractos de las partes aéreas de I. hederifolia se obtuvieron por maceracién
exhaustiva con disolventes de diferente polaridad: hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol [1]. Los extractos obtenidos se concentraron a presion reducida, utilizando un
rotaevaporador (modelo: R-114; con bomba de vacio: V710, Suiza) y se almacenaron a

temperatura ambiente.

6.6 Fraccionamiento primario del extracto metandlico

El fraccionamiento del extracto metandlico (Figura 11A) se llevd a cabo a través del uso
de cromatografia en columna abierta [1]. En la columna se deposito gel de silice (220 g) y la
muestra correspondiente al extracto metandlico (30 g), el proceso de elucion se efectud
mediante el uso de disolventes y mezclas de los mismos. El sistema de elucidn inici6 con el
disolvente de menor polaridad, el cloroformo, seguidamente, se aumento la polaridad
utilizando mezclas de CHClIs con acetona variando las proporciones de cada uno (véase
Cuadro 1) y, por altimo, se usé metanol. Se obtuvieron 81 eluatos de 50 mL c/u (Figura
11B).

Figura 11. A) Columna abierta, fraccionamiento primario. B) Eluatos obtenidos.
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Cuadro 1. Fraccionamiento primario del extracto metandlico de Ipomoea hederifolia

Eluato Disolvente Relacion %
1-11 CHCIs 100
12-13 CHCls-Acetona 7:3
14-16 CHCls-Acetona 6:4
17-34 CHCls-Acetona 1:1
35-38 CHCIs-Acetona 25:75
39-43 CHCls-Acetona 1.9
44-47 Acetona 100
48-67 Acetona-Metanol 85:15
68-81 Metanol 100

6.7 Cromatografia en capa fina

Por medio de cromatografia en capa fina (CCF), se realizé un andlisis cualitativo de las
resinas glicosidicas a cada uno de los 81 eluatos obtenidos, esto permitié agrupar las
fracciones segun su naturaleza y contenido de glicolipidos, teniendo en cuenta como

parametro el Rt de los compuestos visualizados.

6.8 Preparacion de derivados de la fraccion XVIII

6.8.1 Hidrdlisis alcalina

Siguiendo la metodologia planteada por Pereda-Miranda y colaboradores [51], la fraccion
XVIII (300 mg) se tratd con NaOH, (5%, 8 mL); posteriormente, la mezcla de reaccion se
sometio a un reflujo a 90 °C durante 4 h. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
acidul6 con HCI, 4 N hasta obtener un pH de 5. La extraccién de los acidos glicosidicos se
Ilevd a cabo a través de un proceso de particiones. El producto de saponificacion se extrajo
con CH2Cl2 (2 x 20 mL); seguidamente, se le realizé una extraccion con alcohol isobutilico
(3 x 20 mL) a la fase acuosa; la fase organica se lavd con agua (1 x 20 mL) y se secd con
Na2S0a4 anhidrido, el producto obtenido se concentrd a presion reducida.
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6.8.2 Preparacion del diazometano

Para la sintesis del diazometano se utilizé6 una metodologia previamente descrita en la
literatura [52]. Se prepar6 una solucion de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida (5 g,
diazald) y éter (45 mL), esta mezcla se adiciond lentamente sobre una solucién de KOH (5
g), agua desionizada (8 mL) y etanol (10 mL, 95%, QP). La reaccion permanecid a una

temperatura de 60 °C y en agitacion constante hasta que se agoto la solucion de diazald.

6.8.3 Preparacion del derivado peracetilado

Se realizd una peracetilacion al producto hidrélizado de la fraccion XVIII. Para ello, la
muestra (60 mg) se traté con anhidrido acético (1.75 mL) y piridina (0.97 mL), la mezcla de
reaccion permanecid a temperatura ambiente por 48 h. La reaccidn se termind agregando agua
fria (10 °C, 10 mL) y manteniéndola en agitacion durante 5 min, seguidamente, para la
extraccion se realizo una particién con acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase organica se trato
con una solucion de &cido clorhidrico (0.1 N, 2 x 20 mL), posteriormente, se realiz6 una
extraccion alcalina con una solucién saturada de bicarbonato de sodio (NaHCOs, 1 x 20 mL).
Finalmente, la fase organica se lavd con agua desionizada (2 x 20 mL), se secO con Na2SO4
anhidro y se concentro a presion reducida. El producto peracetilado se traté con diazometano

para la obtencion del derivado peracetilado-metilado.

6.9 Técnicas instrumentales

6.9.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)

6.9.1.1 Purificacion del derivado acetilado-metilado

La fraccién XVIII peracetilada-metilada, se analiz6 en un cromatégrafo liquido de alta
eficiencia (Figura 12A): marca Waters constituido por un detector de indice de refraccion
modelo Waters 2414 y acoplado a una bomba cuaternaria tipo waters 600 controller. Se
usaron columnas de fase reversa symmetry marca Waters de gel de silice modificadas con

octadecilo (Cis) de 250 mm x 4.6 d.i., y 5 um de tamafio de particula (nivel analitico) y 300
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mm x 19 mm d.i., 7 um de tamafio de particula (nivel preparativo); fase mavil: acetonitrilo

(90 %) y agua (10 %), operado en modo isocratico. El flujo a nivel analitico: 0.5 mL/min,

volumen de inyeccién (20 pL); nivel preparativo: flujo: 8 mL/min, volumen de inyeccion

(500 pL). Los cromatogramas fueron procesados por medio del software Empower 2 de

Waters. Para lograr la purificacion de la muestra a través de técnicas de reciclado y de corte

de nucleo, con la ayuda de una valvula de reciclaje (Figura 12.B).

Figura 12. A) Cromatografo liquido de alta eficiencia, con detector de indice de refraccion;

B) Vélvula de reciclaje.

6.9.2.1 Condiciones de operacion a nivel analitico

Parametro Especificaciones

Equipo HPLC, Waters 600 controller

Detector indice de refraccion (IR), 2114 Waters

Columna symmetry silice-Cis (Waters) de 250 mm x 4.6 d.i., y
5 um de tamafio de particula

Fase movil Mezcla acetonitrilo-agua (9:1)

Tipo de elucion

Vehiculo de muestra

Flujo

Vol. de inyeccién

Tiempo de analisis
Temperatura interna del equipo

Isocratico
Metanol
0.500 mL/min
20 uL

60 minutos
40 °C
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Para establecer el flujo a nivel preparativo se utilizé la siguiente relacion matematica:

Donde:

Fp: Flujo a nivel preparativo

Fa: Flujo a nivel analitico

Lp: Longitud de la columna preparativa

La: Longitud la columna analitica

dp: Diametro interno de la columna analitica

da: Diametro interno de la columna preparativa

6.9.2.2 Condiciones de operacion a nivel preparativo

Parametro Especificaciones

Equipo HPLC, Waters 600 controller

Detector indice de refraccion (IR), 2114 Waters

Columna Symmetry silice-Cis, 300 mmx19 mm d.i., 7 um de
tamafio de particula.

Fase movil Mezcla acetonitrilo-agua (9:1)

Tipo de elucién Isocratico

Vehiculo de muestra Metanol

Flujo 8 mL/min

Vol. de inyeccion 500 uL

Tiempo de analisis 60 minutos

Temperatura interna del equipo 40 °C

La Figura 13 ilustra el perfil cromatografico de la fraccion XVIII obtenido en modo

preparativo.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico de la fraccion XVII1, obtenido por cromatografia liquida de
alta eficiencia a nivel preparativo. Columna: symmetry silice-C1s, 300 mmx19 mmd.i., 7 um
de tamafio de particula. Detector de indice de refraccion.

6.10 Determinacién de las constantes fisicas

Los puntos de fusion se determinaron en un fusiometro Fisher-Johns y no estan corregidos.
Las rotaciones opticas se obtuvieron en un polarimetro modelo Perkin-Elmer 341, utilizando

metanol como disolvente.

6.11 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN *H y 13C se obtuvieron en espectrometros Agilent-Varian (400
MHz) y Bruker AV (600 MHz) y se utilizo pidirina deuterada (CsDsN) como disolvente. La
sefial del tetrametilsilano (TMS) se us6 como referencia para la determinacion de los

desplazamientos quimicos, los cuales se expresan en partes por millén (ppm).

6.12 Espectrometria de masas

Cada compuesto se analiz6 por U-HPLC-MS mediante introduccidn directa empleando la
técnica de ionizacidn por electrospray en un equipo modelo Waters Acquity U-HPLC class

system acoplado a un espectrémetro de masas tipo cuadrupolo simple SQD2 ajustado para
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colectar valores de m/z entre 300-3500 en baja resolucion. El voltaje para ambos modos de
ionizacion positivo y negativo fue de 3.7 kV, con nitrogeno como gas nebulizador a 25 bar.
Las muestras se disolvieron en MeOH para obtener una concentracion final de 1 mg/mL. Se
determind el peso molecular mediante los valores de m/z para las especies [M+Na]*y [M—-H]~
en los espectros generados. Los espectros de masas de alta resolucion se obtuvieron en un
equipo LQT XL Orbitrap (Thermo Fisher) con ionizacion por ESI e introduccion directa de
la muestra preparada en MeOH:H20 (9.5:0.5) y suplementada con acido férmico (0.1%) para

facilitar la ionizacidn y deteccion del cation aducto [M+Na]*.

6.13 Identificacion de las agliconas y azlcares

Los peracetatos de los acidos hederifélicos I y 111 (20 mg), individualmente, se sometieron
a una hidrélisis alcalina para generar los 4cidos glicosidicos. Estos se sometieron a una
hidrélisis acida adicionando 10 mL de HCI 4N, las mezclas se calentaron a reflujo a 90 °C
durante 2h. Posteriormente, se diluyeron con 5 mL de agua y se extrajeron con éter etilico (3
x 10 mL). Las fases acuosas se neutralizaron con KOH 1N vy se extrajeron con n-butanol (3
x 10 mL). Las fases butanolicas se lavaron con agua desionizada (2 x 5 mL) y se concentraron
hasta sequedad para obtener 13 mg de una mezcla de monosacaridos.
La sililacion de las mezclas de monosacéaridos (1.5 mg) se realizd6 mediante un tratamiento
con 0.1 mL del reactivo SIGMA SIL-A, una mezcla de trimetilclorosilano-
hexametildisilazano-piridina (1:3:9), a una temperatura de 70 °C durante 5 min. De manera
adicional, se prepararon los derivados O-sililados (éteres de TMS) de muestras estandares
(0.5 mg) de r-ramnosa, p-fucosa, p-quinovosa y p-glucosa (Sigma) siguiendo el mismo
procedimiento. Los tiempos de retencion en la cromatografia de gases para estos derivados
sililados correspondieron a 5.25 min para la ramnosa, 5.47 min para la fucosa, 6.17 min para
la quinovosa y 7.15 min para la glucosa [13].
Las fases organicas de cada una de las fracciones hidrolizadas, se derivatizaron con CHz2N2
para después tratarse con SIGMA SIL-A (0.5 mL) durante 30 min a una temperatura de 60
°C, posteriormente fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas [59].
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 ldentificacién taxondmica

Se realizo6 la identificacion botanica de la especie bajo estudio, la cual fue recolectada en
la Reserva Natural La Montafia del Ocaso, en el municipio de Quimbaya, departamento del
Quindio en Colombia en marzo de 2013. Los ejemplares de herbario de las flores, hojas y
tallos de I. hederifolia se depositaron en el Herbario de la Universidad del Quindio en
Colombia. En el Cuadro 2 se resumen la identificacion realizada por el Herbario de la

Universidad del Quindio.

Cuadro 2. Identificacion taxonémica del material vegetal.

Familia Convolvulacea
Especie I. hederifolia L.
No Voucher HUQ 35012

Lugar de recolecta  Reserva Natural La Montafia del Ocaso, Quindio, Colombia

7.2 Fraccionamiento del extracto metandlico

Los extractos son mezclas complejas que contienen metabolitos secundarios y otras
moléculas solubles en el disolvente de extraccion. Generalmente, los compuestos presentes
en estos extractos polares poseen diferentes tipos de actividades bioldgicas las cuales se
pueden evaluar a través de ensayos biologicos y farmacoldgicos especificos. De las partes
aéreas de I. hederifolia, se prepard un extracto metandlico, teniendo en cuenta que las
moléculas de interés tienen un caracter polar y podian solubilizarse en este disolvente. La
maceracion es una técnica que permite el aislamiento, a partir de una matriz que puede ser
liquida o solida, y la extraccion se lleva a cabo teniendo en cuenta la diferencia de solubilidad
presente en los componentes de la mezcla ya que éstos se separan mediante la transferencia
selectiva de cada analito hacia el disolvente utilizado para la maceracion [53]. En la
extraccion de las resinas glicosidicas se utiliza ampliamente la maceracion, teniendo en

cuenta si es una convolvunina (insoluble en éter) o una jalapina (soluble en éter) [21,54].
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El extracto metandlico de las partes aéreas de I. hederifolia se fraccion6 por medio de
cromatografia en columna abierta con gel de silice, utilizando disolventes de elucion de baja
a alta polaridad. Se obtuvieron 81 fracciones de 50 mL cada uno. Los eluatos obtenidos se
reunieron en 20 fracciones y teniendo como criterio la visualizacién de las resinas
glicosidicas en CCF con H2SOas-sulfato cérico bajo calentamiento. Los eluatos y pesos
respectivos se resumen en el Cuadro 3. Se selecciono la fraccion XVIII que concentraba las

resinas glicosidicas.

Cuadro 3. Fracciones reunidas del extracto metanolico

Clave Eluatos reunidos Peso (mg)
I 1-7 456.7
I 8 435.6
Il 9-16 456.3
AV 17-19 537.4
\Y/ 20-21 345.6
VI 22-23 194.5
Vil 24-26 284.9
VIl 27-31 273.8
IX 32-36 456.5
X 37-39 342.5
XI 40-45 465.7
Xl 46 764.0
X1 47-52 764.3
X1V 53-56 678.7
XV 57-58 354.6
XVI 59-61 352.6
XVII 62-63 354.6
XVIII 64-66 987.6
XIX 67-71 456.7
XX 72-81 678.9

7.3 Aislamiento de las resinas glicosidicas
7.3.1 Condiciones cromatograficas CLAE a nivel analitico
La fraccion XVIII, que presuntivamente contenia resinas glicosidicas, se analiz6 mediante

cromatografia liquida de alta eficiencia para obtener su perfil cromatogréafico y, asimismo,
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desarrolar las condiciones instrumentales para la posterior resolucion de la fraccion. Se
establecieron las condiciones de operacion del equipo bajo las cuales se obtuvo una mejor
resolucion del cromatograma (Figura 14), las condiciones empleadas se describieron en la
seccion 6.9.2.1. Estas se seleccionaron teniendo por medio de la observacion de los perfiles
cromatograficos obtenidos por CLAE.para ello se emple6 un cromatégrafo liquido modelo
HPLC, Waters 600 controller, con un detector de indice de refraccion (IR), 2114 Waters, una
columna Symmetry de gel de silice modificada con octadecilo (Cis, Waters) de 250 mm x
4.6 d.i., y 5 um de tamafio de particula, una mezcla acetonitrilo-agua (9:1), con un flujo de
0.5 mL/min, un volumen de inyeccion de la muestra de 20 xL, durante 60 minutos a una

temperatura de 40 °C.

/// ///

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 min
Figura 14. Perfil cromatografico de la fraccion XVII1I del extracto metanolico.

7.3.2 Condiciones cromatograficas CLAE a nivel preparativo

Una vez obtenidas las condiciones instrumentales de operacion para el sistema
cromatografico a nivel analitico, éstas se extrapolaron a nivel preparativo teniendo en cuenta
la relacion matematica descrita en la seccion 6.9.2.2. Los perfiles cromatograficos (Figura
15) se obtuvieron en un cromatédgrafo liquido modelo HPLC, Waters 600 controller, con
detector de indice de refraccion (IR), 2114 Waters, empleando una columna symmetry de gel

de silice modificada con octadecilo (Cis): 300 mm x19 mm d.i., 7 um de tamafio de particula,
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como fase movil se emple6 una mezcla acetonitrilo-agua (9:1), en modo isocratico, a un flujo
de 8 mL/min, con un volumen de inyeccion de 500 L, un tiempo de analisis de 60 minutos,

a una temperatura de 40 °C.

7.4 Purificacion de los &cidos glicosidicos mayoritarios

Se realizaron un total de 25 inyecciones y se procedieron a cortar los picos mayoritarios,
tal como se observa en la Figura 15; se efectuaron los cortes de las sefiales principales
identificados como los picos I, I, I11'y 1. Cada uno de los eluatos colectados se reinyecto y
recicl6 por medio de una valvula de reciclaje (Figura 12B), la cual ayudo en el proceso de

purificacién de los compuestos.
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Minutes

Figura 15. Perfil cromatografico a escala preparativa de la fraccion XVIII del extracto
metanolico de las partes aéreas de I. hederifolia, donde se muestran los picos aislados por la
técnica de “corte de nucleo”.

7.5 Rotacion dptica y puntos de fusion de los acidos hederifélicos 1-1V

Se determinaron los puntos de fusion (P.f.) de los acidos hederifolicos I-1V en un

fusiémetro Fisher-Johns sin correccion y las rotaciones Opticas en un polarimetro Pelkir-
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Elmer 341 empleando metanol como disolvente, los resultados obtenidos se incluyen en el

Cuadro 4. Los valores para las rotaciones Opticas dextrégiras son congruentes con las

descritas en la literatura para todas las resinas glicosidicas [55-59].

Cuadro 4. Puntos de fusion y rotaciones opticas para los acidos hederifdlicos I-1V.

Acido _ _
o P.f.°C Rotacion optica
hederifolico
I 106-110 [a]ss9 —7.5, [a]s78 —10.0, [@]s46 —10.0, [a]as6 —15.0, [o]ses —10.0
I 110-114 [a]sse —6.7, [a]s78 —8.3, [@]s46 —9.2, [@]43s —13.3, [a@]365 —18.3
] 103-106 [a]sso —7.5, [a]s7s —7.5, [a]s46 —10.0, [a@]43s —15.0, [a]365 —15.0
v 115-117 [a]s89 —20.0, [a]s78 —25.0, [a]s4s —25.0, [a]ss —20.0, [a]sss —25.0

7.6 Determinacidn de las masas exactas para los acidos hederifolicos I-1V.

Por medio del andlisis de los espectros de masas registrados mediante ESI en modo

negativo y positivo [60], se determinaron las masas de los &cidos hederifélicos I-1V a traves

de la deteccion de los iones [M—H]~y [M+Na]*, respectivamente (Cuadro 5). Los espectros

de masas adquiridos se ilustran en la seccion de los ANEXOS.

Cuadro 5. Masas de los acidos hederifélicos I-1V.

Acido Peso Molecular [M-H]" [M+Na]* Formula
hederifdlico m/z m/z molecular
I 2114 2113 (anexo ) 2137 (anexo I) Co5H140052
I 1882 1881 (anexo II) 1905 (anexo 1V) Cs5H126046
. 2056 2055 (anexo V) 2079 (anexo VI) Co3H1380s0
v 1824 1823 (anexo VII) 1847 (anexo VIII) Cs3H124044
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A continuacidn, se discutira la elucidacion estructural de los compuestos | y Il cuyas
estructuras se caracterizaron en su totalidad mediante el analisis espectroscopico (RMN) y

espectrométrico (EM-ESI) y el empleo de derivatizaciones.

7.7 Elucidacién estructural de los acidos glicosidicos

7.7.1 Acido hederifélico |

Por medio de resonancia magnética nuclear, se obtuvieron espectros monodimensionales
de H y 3C para el acido hederifélico I. El analisis de estos espectros permitié obtener
informacidn acerca de la estructura quimica del compuesto de interés. En estos espectros, se
identificaron sefiales caracteristicas correspondientes a los glicolipidos: se encontraron un
total de siete sefiales anoméricas que corresponde a “sefiales reporteras” para la identificacion
rapida del nimero de unidades sacaridas [21] ya que corresponden a sefiales dobletes en la
RMN *H con desplazamientos quimicos entre 4.75 y 5.63 ppm (Figura 16); en el espectro
de 1°C, estas sefiales se encuentran correlacionadas con los carbonos que aparecen entre los
desplazamientos quimicos de dc 97.2 'y 102.2 (Cuadro 6).

A través, de los patrones de acoplamiento (3J12) observados para cada una de las unidades
de los monosacaridos, se logro establecer su naturaleza con ayuda de los espectros COSY y
TOCSY. Asi, las sefiales con un desplazamiento quimico de on 4.75 y 5.28 poseen una
multiplicidad de un doblete cada una (3J12 = 7.6 Hz), caracteristicos para dos unidades de
quinovosa [55]. Las sefiales con desplazamientos quimicos centrados en ox 5.14 y 5.43
poseen un patron de acoplamiento de doblete (3Ji2 = 7.8 y 7.7 Hz, respectivamente)
caracteristico para las sefiales anoméricas de las unidades de glucosa [56]. Las sefiales con
desplazamientos quimicos de 6n 5.63 y 5.49 se presentaron como singuletes anchos y son
generados por los protones anoméricos de dos unidades de ramnosa que presenta una

constante de coplamiento vecinal pequefia (3J12 < 1Hz) [57].
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Figura 16. Espectro de RMN H (400 MHz) del 4cido hederifdlico I peracetilado (CsDsN).

La sefial con el desplazamiento quimico de on 5.52, se presentd con un acoplamiento de
doblete (3J12 = 7.2 Hz), sefal caracteristica de una unidad de fucosa. También, se
determinaron el nimero de metil pentosas presentes en la estructura, esto se logré establecer
debido a las cinco sefiales tipo dobletes (3J1,2 = 7.6 Hz) observadas entre o+ 1.48 y 1.86 en el
espectro de 'H (Figura 15), estas sefiales son caracteristicas de los protones de los grupos
metilo de las 6-desoxihexosas.

Por medio del analisis del espectro de dos dimensiones (*JcH) HSQC (Figura 17), se
identificaron las interacciones de proton con su respectivo carbono y se lograron establecer
las correlaciones para las sefiales anomeéricas, las cuales estan comprendidas en la regién de
los desplazamientos quimicos de 6c 97 y 102. Se identificaron las correlaciones para las
unidades de monosacéaridos en: Qui-1(on 4.75, 6c 101.4), Glu-1(6n 5.14, 6c 101.5), Ram-
1(6n 5.63, 6¢ 100.5), Fuc-1(6n 5.52, 6c 102.0), Ram™-1(dn 5.49, 6¢ 97.9), Glu™-1(6n 5.43, 6¢
102.4) y Qui’-1(6n 5.28, 6c 102.5). También, se identificaron las correspondientes a los
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carbonos de las metilpentosas entre 6c 10-20 y las sefiales oxigenadas entre 6c 60-80 (Cuadro
6). Con ayuda de los experimentos bidimensionales COSY y TOCSY, se lograron identificar
las unidades de carbohidratos que conforman el nicleo oligosacarido, teniendo como criterio
el valor de las constantes de acoplamiento vecinales (3Jx-n) de acuerdo con los angulos de
torsion diédricos entre los protones de las piranosas [58]. En la regién comprendida entre 6n
4.0-6.00 se lograron asignar los monosacéaridos correspondientes a las unidades de D-glucosa,

L-ramnosa, D-quinovosa y D-fucosa.

Tanto en el experimento COSY (Figura 18) como en el TOCSY (Figura 19), se deben
establecer cuadros de conectividad, para ello se identificaron las sefiales anoméricas y se
incio la correlacion con el proton Hz. En el caso del experimento TOCSY, que permite
identificar las correlaciones de los protones a mas enlaces de distancia, éste confirmd las
interacciones vecinales mostradas en los experimentos COSY (Figura 18) y a su vez permitid
establecer las interacciones entre los protones restantes: Hz-Hs, Ha-Hs y Hs-Hs; por ejemplo,
Qui H-1(5 4.75) correlacion6 con las sefiales centradas en & 5.65 (Qui H-4), 5.11 (Qui H-3),
4.23 (Qui H-5), 4.21 (Qui H-2) y 1.32 (Qui H-6) (Figura 19).
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Figura 17. Region de sefiales anoméricas del espectro de HSQC, acido hederifdlico I.
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Es importante saber que en estos experimentos es de gran importancia el angulo diedro
que se forma entre cada una de las interacciones de los protones, de ello depende que las
constantes de acoplamiento sean pequefias (*Jecuatorial-ecuatorial < 1.5 Hz), medianas
(3Jecuatorial-axial < 4.0 Hz) o grandes (3Jaxial-axial > 9.0 Hz); también, se manifiesta en la
resolucion de las sefiales, para este caso (400 MHz), las mejor resueltas, correspondieron a
los protones Hz y Hs para las metil pentosas, y Hz, Hs, Hea, y Heb para las hexosas. La
secuencia de glicosilacion se condirmé mediante el analisis de los espectros bidimensionales
ROESY y HMBC. Las principales interacciones 3Jcn observadas fueron: Qui H-1
(61 4.75)/C-11 aglicona (6c 81.5), Qui H-2(6n4.21)/Glu C-1(dc 101.5), Glc H-
2(6n 4.25)/Ram C-1 (dc 100.5), Fuc H-1(6w 5.52)/Ram C-3(6c 78.7), Ram” H-1(dc
5.49)/Fuc C-3(dc 78.3), Ram” H-3 (dn 4.66)/Glc” C-1(6c 102.4), Glc” H-2 (dn 4.22)/Qui”
C-1(dc 102.5). Destacan las interacciones entre Ram” H-3 (6n 4.66)/Glu” H-1(61 5.43) y Glu”
H-2 (dn 5.43)/Qui” H-1(dH 5.28) para confirmar la secuencia para las dos Ultimas unidades

sacéridas (Figura 20).

f1 (ppm)

" T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T d
6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9
f2 (ppm)

Figura 18. Porcion del espectro bidimensional COSY (*H — 'H) del acido hederifélico I.
Correlaciones ®Ju-H: Q 1-2; Qui Hi-Hz, Q 2-3; Qui Hz-Hs, Q 3-4; Qui Hz-Ha, Q 45; Qui Ha-Hs,
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Con ayuda de los experimentos COSY y TOCSY se identificaron siete unidades de
monosacaridos, constituyendo un nucleo heptasacarido lineal, el cual estd conformado por
dos unidades de D-glucosa, dos unidades de D-quinovosa, dos unidades de L- ramnosa y una
unidad de D-fucosa. En el Cuadro 6 se presentan los desplazamientos quimicos para los
nicleos de *H y *C, junto con las constantes de acoplamiento (*JuH) registradas para el
heptasacarido constitutivo del acido hederifolico I. Estos desplazamientos fueron obtenidos
en un equipo de resonancia magnética nuclear de 400 MHz utilizando como disolvente
CsDsN. Se utilizo el TMS como sustancia de referencia y los desplazamientos quimicos se
encuentran en ppm. Por ultimo, la diferencia en peso del oligosacarido y el peso molecular
calculado permitio6 asignar una aglicona dihidroxilada con una longitud de diecisiete &tomos

de carbono [46]: el acido 3,12-dihidroxiheptadecanoico.
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Figura 19. Porcion del espectro bidimensional TOCSY (*H — *H) del 4cido hederifdlico I.
Abreviaturas: Glu =G = glucosa, Ram = R=ramnosa, Qui = Q= quinovosa, Fuc = F= fucosa.
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Figura 20. Porcién del espectro ROESY del acido hederifélico I. Interaccion nOe: Ram’ H-
3 (81 4.66)/Glu’ H-1 (51 5.43).

La posicion de hidroxilacion en C-3 de la aglicona se determin6é mediante la presencia de
las dos sefiales doble de dobles de un sistema ABX centradas en 2.97 y 2.89 ppm que
correspoden al metileno (8¢ 41.2) vecinal al &cido carboxilico [59]. Por lo tanto, el analisis
de los datos espectroscdpicos en RMN permitié establecer la estructura quimica para el &cido
hederifolico I como un heptasacarido del acido 3,12-dihidroxiheptadecanoico. Para la
caracterizacion inequivoca de esta aglicona, se utilizo la cromatografia de gases acoplada a
la espectrometria de masas por impacto electronico del derivado metilado-sililado de la
aglicona recuparada mediante la hidrdlisis acida del acido glicosidico libre (&cido
hederifdlico I). Las rupturas alfa a las dos posiciones de hidroxilacion se identifican
irrefutablemente a través de los cationes oxonio de m/z 173 y 175 (Figura 21). Este patron
de dihidroxilacién en las posiciones C-3 y C-12 del &cido heptadecanoico se describio
previamente para las agliconas de las resinas glicosidicas de la raiz de jalapa brasilefia, en

donde el &cido hexadecanoico es la porcién hidrofébica constitutiva del glicolipido [59].
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Por lo tanto, el andlisis de los datos espectroscopicos en la RMN y espectrométricos
permitieron establecer la estructura molecular para el acido hederifélico I como un

heptasacarido del &cido 3,12-dihidroxiheptadecanoico (Figura 22).

m/z 389 «-------- -
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229

341 315

m/z 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 21. Espectro de masas por impacto electronico de la aglicona metilada-sililada y su
patron de fragmentacion (70 eV).
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Cuadro 6. Constantes espectroscopicas de RMN *H (400 MHz) y 3C (100 MHz) para el
acido hederifolico | en piridina-ds.

Posicion oH oc

Qui-1 4.75d (7.6) 101.4
2 4.21.dd (7.6, 9.5) 69.4
3 5.11dd (9.5, 9.5) 74.7
4 5.65dd (9.5, 9.5) 76.0
5 423 m 73.1
6 1.32d(6.2) 18.0

Glc-1 5.14d (7.8) 101.5
2 4.25dd (7.8, 9.3) 77.3
3 570 m 74.3
4 5.38dd (9.5, 9.5) 70.3
5 4.11 ddd (9.5, 5.0, 2.5) 72.7
6a 4.65 dd (11.0, 5.0) 63.0
6b 4.37 dd (11.0, 2.5)

Ram-1 5.63 brs 100.5
2 5.88 brd (3.9) 73.2
3 4.54 dd 78.7
4 5.77 dd 72.30
5 4.29dqg (9.4,6.1) 70.3
6 1.42 d (6.3) 16.5

Fuc-1 5.52d (7.2) 102.0
2 4.64 m 78.3
3 5.68 m 715
4 575m 72.5
5 4.41dq (6.5, 1.0) 69.9
6 1.42 d (6.5) 16.2




Cuadro 6. Continuacion...

Posicion OH oc

Ram’-1 5.49 brs 97.9
2 4,36 m 76.1
3 4.66 m 78.2
4 576 m 69.9
5 4.57 dqg 68.2
6 1.86 d (6.3) 19.4

Glu'-1 5.43d (7.7) 102.4
2 4.22 dd (7.7, 9.6) 69.4
3 5.64 (9.6, 9.3) 74.4
4 5.33 dd (9.3, 9.3) 70.3
5 4.32m 71.8
6a 4.48 dd (2.5, 11.5) 63.2
6b 457 dd (11.5, 5.0)

Qui’-1 5.28 d (7.6) 102.5
2 5.51 dd (7.6, 10.0) 72.8
3 5.71 dd (10.0, 10.0) 76.5
4 5.27 dd (10.0, 10.0) 74.2
5 4.04 dq (10.0, 6.2) 71.4
6 1.47d (6.2) 18.4

Ag-2a 2.97 dd (15.0, 2.7) 41.2

Ag-2b 2.89 dd (15.0, 7.2)
3 5.74 72.4
12 3.71 81.5
17 0.93 14.7

Abreviaciones: d= doblete, dd=
multiplete, sefiales sobrepuestas.

doblete de doblete, t=triplete, brs= sefial ancha, m=
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Figura 22. Estructura quimica propuesta para el acido hederifolico I.
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7.7.2 Acido hederifélico 111

El andlisis de los espectros monodimensionales (*H y 3C), obtenidos por resonancia
magnética nuclear para el &cido hederifolico 11, permitieron definir los desplazamientos
quimicos, las constantes de acoplamientos y a su vez adquirir informacion acerca de la
estructura molecular de este compuesto oligosacarido. Teniendo en cuenta los
desplazamientos quimicos se identificaron sefiales caracteristicas correspondientes a las
resinas glicosidicas: un total de siete sefiales anomeéricas entre los desplazamientos quimicos
de 51 4.75 y 5.64; en el espectro de 1°C, estas sefiales se encuentran correlacionadas con los
carbonos que aparecen entre los desplazamientos quimicos de dc 100.28 y 100.3 (Cuadro 7).
Se observé una similitud entre los espectros de H y 3C obtenidos para los acidos
hederifélicos | y 111 como ilustra el comparativo entre los espectros de RMN *H (Figura 23).
La region correspondiente al oligosacarido (6n 3.5-6.0) indicaba que ambos compuestos
presentan la misma porcién sacarida, ya que todas las sefiales se sobreponen en esta porcion
del espectro. La unica diferencia espectroscépica en el espectro del &cido hederifdlico 11, en
donde el sistema ABX formado entre el metileno C-2 de la aglicona (6n 2.97, 2.89; dc 41.2)
y el metino C-3 (6n 5.74, dc 72.4) que indicaban una hidroxilacion en la posicion C-3 de la
aglicona en el compuesto I, no se observo. Para el acido heredifdlico 111, se registro un triplete
para la sefial del metileno C-2 (6n 2.57, 6c 35.5) que indicd la ausencia de oxidacion en la
posicion C-3 y, por lo tanto, la aglicona deberia corresponder al acido 12-
hidroxiheptadecanoico [46]. Por tanto, las estructuras quimicas de los acidos hederifolicos |
y 111 poseen la misma secuencia de unidades monosacaridas y sélo difieren en la posicion de
hidroxilacion en la posisicon C-3 de la aglicona [59]. Esto se corrobord a través de los de los
patrones de acoplamiento (3Jx,+) mostrados para cada una de las unidades de monosacaridos,
con ayuda de los espectros bidimensionales COSY y TOCSY, en los cuales se evidenciaron

las semejanzas entre los compuestos mencionados.

La correspondencia entre cada una de las sefiales proténicas y su respectivo atomo de
carbono geminal, se llevé a cabo por medio del experimento bidimensional HSQC (Figura
24), el cual también evidencio que el ndcleo oligosacarido del &cido hederifélico 111 esta
conformado por siete unidades de monoséacaridos, al igual que el &cido hederifélico 1. En el

caso de los experimentos bidimensionales COSY (Figura 25) y TOCSY (Figura 26), que
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representan correlaciones homonucleares *H-'H, se encontré que el acido hederifélico 111
presenta las mismas correlaciones proton-proton que el acido hederifolico I; por tal motivo,
después de comparar las sefiales obtenidas por los experimentos de RMN (mono y
bidimensionales), se establecio que las dos estructuras quimicas estan constituidas por el
mismo nucleo oligosacarido, es decir, dos unidades de D-glucosa, dos unidades de D-

quinovosa, dos unidades de L-ramnosa y una unidad de D-fucosa.
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Figura 23. Comparacion de los espectros de *H- RMN (400 MHz) obtenidos para los 4cidos
hederifdlicos I (trazo superior) y Il (trazo inferior).
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Figura 25. Porcion del espectro bidimensional COSY (*H-!H) del acido hederifdlico I11.
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G 6a-6b; Glu Hsa-Heb, G 5-6a; Glu™ Hs-Hea.
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En el Cuadro 7, se enlistan los desplazamientos quimicos y las constantes acoplamiento
(3JuH) registradas para el heptasacarido constitutivo del acido hederifélico I11. Estos
desplazamientos fueron obtenidos en un equipo de resonancia magnética nuclear (400 MHz)
con piridina deuterada (CsDsN) como disolvente. Se utiliz6 el TMS como sustancia de
referencia y los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm. En la Figura 27 se presenta
la estructura quimica propuesta para el acido hederifolico 111, ésta se obtuvo a traves del
analisis espectroscopico de los espectros obtenidos por RMN, monodimensionales (1H y
13C) y bidimensionales (COSY, TOCSY, HSQC y HMBC). Su estructura quimica difiere
del &cido hederifolico I, en la ausencia de hidroxilacion en la posicion C-3 de la aglicona y,
por lo tanto, corresponde a un heptasacarido del acido 12-hidroxiheptadecanoico (Figura
21).
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Figura 26. Porcion del espectro bidimensional TOCSY (*H — *H) del acido hederifdlico 1.
Abreviaturas: Glu=G =Glu’=G"= glucosa, Ram = R= Ram’= R” ramnosa, Qui = Q= Qui’'=
Q = quinovosa, Fuc = F= Fuc'= F= fucosa.
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Cuadro 7. Constantes espectroscopicas de RMN *H (400 MHz) y 3C (100 MHz) para el

acido hederifolico 111 en piridina-ds.

Posicion on* oc

Qui-1 4.75d (7.4) 101.28
2 4.26 dd (7.4, 9.5) 77.19
3 5.12.dd (9.5, 9.5) 74.38
4 5.64 (9.5, 9.5) 75.95
5 422 m 69.10
6 1.32d(6.2) 17.7

Gle-1 5.14 d (7.7) 101.40
2 4.21(7.7,9.0) 79.55
3 5.63dd (9.5, 9.5) 74.19
4 5.38dd (9.5, 9.5) 78.02
5 4.11 ddd (2.5, 4.5, 9.5) 72.50
6a 4.65dd (4.5, 11.5) 62.44
6b 4.37 (11.5, 2.5)

Ram-1 5.64 brs 100.31
2 5.88 brd (3.8) 72.92
3 4.54 m 78.46
4 575m 72.72
5 4.30 dq (9.5, 6.0) 69.86
6 1.41d (6.4) 16.56

Fuc-1 5.52 (3.6) 101.96
2 5.68 dd (9.4) 71.24
3 423 m 79.77
4 536 m 70.03
5 442 m 69.58
6 1.42 d (6.4) 16.51

49



Cuadro 7. Continuacion...

Posicion OH oc

Ram’-1 5.49 brs 97.45
2 4.36 m 75.68
3 4.66 m 78.01
4 5.76 69.76
5 4.57 dq 67.73
6 1.86 d (6.3) 19.0

Glu'-1 5.43d (7.7) 102.18
2 4.24 dd (7.7, 9.5) 72.60
3 5.69m 74.09
4 5.33dd (9.5,9.4) 70.18
5 4.32ddd (9.4,4.7,2.4) 71.80
6a 4.48 dd (9.4, 2.5) 62.89
6b 457 dd (9.4, 4.7)

Qui'-1 5.28d (7.6) 102.16
2 5.50 dd (7.5, 10.0) 72.46
3 5.68 dd (10.0, 10.0) 76.26
4 5.27 dd (10.0, 10.0) 74.04
5 4.05 dq (10.0, 6.5) 70.96
6 1.47d (6.1) 18.4

Ag-2a - -

Ag-2b - -
3 5.76 72.27
12 3.71 81.25
17 0.93 14.7

Los patrones de acoplamiento se describen como d = doblete, dd = doblete de doblete, t =
triplete, brs = sefial ancha, m = multiplete, sefiales sobrepuestas.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Se desarroll6 un procedimiento analitico mediante CLAE en fase reversa preparativa y,
mediante el empleo de las técnicas de corte, rasurado de nucleo y reciclaje de pico, se
separaron y purificaron los acidos hederifélicos I-1V presentes en el extracto metandlico de

las partes aéreas de Ipomoea hederifolia.

8.2 Por medio de espectrometria de masas mediante ionizacon por electroespray en modo

positivo y negativo, se lograron establecer las masas para los acidos glicosidicos aislados.

8.3 Los experimentos de RMN en dos dimensiones, como TOCSY, COSY y HSQC,
permitieron establecer cada una de las unidades unidades sacaridas para cada &cido
glicosidico, en tanto que los experimentos HMBC y ROESY permitieron establecer las
conectividades de los monosacaridos para establecer la secuencia de glicosilacion de los

acidos hederifélicos 1 'y I11.

8.4 Se caracterizo la estructura molecular del acido hederifélico I como: el acido 3,12-
dihidroxiheptadecanico  S-D-quinopiranosil-(1—2)-O- #-D-glucopiranosil-(1—3)-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-#-D-fucopiranosil-(1—3)-O- a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O- -D-

glucopiranosil-(1—2)-O-4-D- quinopiranosido.

8.5 Se caracterizé la estructura molecular del &cido hederifdlico Il como: el acido 2-
hidroxiheptadecanico S-D-quinopiranosil-(1—2)-O-4-D-glucopiranosil-(1—3)-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-3-D-fucopiranosil-(1—3)-0- a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O- 4-D-

glucopiranosil-(1—2)-O-4-D- quinopiranosido.

8.6 Los acidos hederifdlicos I y 111 aislados y caracterizados son totalmente novedosos y no

existen reportes actuales en la literatura.
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ANEXO 1. Espectro de masas MS/ESI modo negativo del &cido hederifdlico I.
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ANEXO 2. Espectro de masas MS/ESI modo positivo del &cido hederifolico I.
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ANEXO 3. Espectro de masas MS/ESI modo negativo del acido hederifolico I1.
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ANEXO 5. Espectro de masas MS/ESI modo negativo del acido hederifélico Il1.
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ANEXO 6. Espectro de masas MS/ESI modo positivo del acido hederifolico IlI.
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ANEXO 7. Espectro de MS/ESI modo negativo del acido hederifélico IV.
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ANEXO 9. Espectro de RMN H (400 MHz) del acido hederifdlico I peracetilado (CsDsN).
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ANEXO 13. Espectro ROESY obtenido por RMN (400 MHz) del acido hederifélico I peracetilado en CsDsN.
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ANEXO 14. Espectro de RMN *H (400 MHz) del 4cido hederifdlico 111 peracetilado (CsDsN).

70



—_—
2 %0
— > &
R 65
7 =
P 2 ° > = = = 70
I — e 1
—e— [a=3ke e} = 2
S— P e = i
o o
— (<) 80
<>
e L85
—
— 90
=s: | o5
=
_—= <
P
— 1 = 100
e [Ga) D
———————eee—— = o (C»]
=1 105

— - — — —
59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 456 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7
2 (ppm)

ANEXO 15. Espectro de HSQC obtenido por RMN (400 MHz) del acido hederifélico 111 peracetilado en CsDsN.
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ANEXO 16. Porcién del espectro bidimensional COSY (*H-'H) del acido hederifdlico 111. Correlaciones 3Ju.n: F1-2; Fuc Hi—H2, Ri1-2; Ram
Hi—Hz2, R"12; Ram” Hi—Hz, Q"1-2; Qui” Hi—Hz, G1-2; Glu Hi—H2, Gea-6b; Glu Hea—Heb, G 6a-6b; GlU™ HeaHeb, G 4-5; Glu"Ha—Hs, Q1-2; Qui Hi —
H2, G"12; Glu"H1—H2, Q"4-5; Qui” Ha—Hs.
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ANEXO 17. Porcion del espectro bidimensional TOCSY (*H — tH) del acido hederifélico 111. Abreviaturas: Glu=G =Glu’=G"= glucosa, Ram
= R=Ram’=R" ramnosa, Qui = Q= Qui’= Q"= quinovosa, Fuc = F= Fuc = F= fucosa.
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ANEXO 18. Espectro ROESY obtenido por RMN (400 MHz) del &cido hederifélico 111 peracetilado en CsDsN.
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