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ABSTRACT

Operculina hamiltonii is a vine native to the north and northeast region of Brazil, where its
roots are traded as a depurative and laxative remedy with the name of Brazilian jalap in
traditional medicine. Procedures for the isolation, purification by recycling HPLC, and
structure elucidation of six undescribed resin glycosides are presented herein. Two acyclic
pentasaccharides of (11S)-hydroxyhexadecanoicacid, named hamiltoniosides I and Il, were
isolated. The pentasaccharide core in these compounds is esterified by one unit of n-decanoic
or n-dodecanoic acid. Additionally, four structural related tetrasaccharide macrolactones
were also isolated. The hamiltonins II-1V demonstrated a structural isomeric relationas one
residue of acid n-dodecanoic esterifies the tetrasaccharide core on a different position in each
compound. Hamiltonin V was characterized as a dimeric structure of hamiltonin Il and
hamiltonin 111, as the monomeric units. All the isolated compounds were found to be inactive
as cytotoxic agents. However, when they were evaluated (1-25 pM) in combination with a
sublethal concentration of the anticancer agent vinblastine (0.003 pM), a significant
enhancement of the resultant cytotoxicity was produced, mainly multidrug-resistant breast
carcinoma epithelial cells MCF-7. Such combined synergistic effect may be beneficial for
chemotherapy, making resin glycosides potential candidates for drug repurposing of

conventional chemotherapeutic drugs to reduce their side effects.



RESUMEN

Operculina hamiltonii es una planta nativa del norte y el noreste de Brasil, donde sus raices
son comercializadas como remedios depurativos y laxantes bajo el nombre de jalapa
brasilefia. En el presente trabajo se describen los métodos de aislamiento, purificacion con
reciclaje en HPLC; y elucidacion estructural de seis resinas glicosidicas sin descripcion
previa. Se aislaron dos compuestos aciclicos en forma de ésteres metilicos, nombrados como
hamiltonidsido | y I, los cuales constan de un nucleo oligosacarido compuesto por una
fucosa, tres ramnosas y una glucosa. La diferencia estructural entre este par de compuestos
radica en el residuo esterificante del nucleo oligosacérido: el &cido n-dodecanoico para el
hamiltoniosido | y el acido n-decanoico para el hamiltonidsido Il. Asimismo, se aislaron
cuatro resinas glicosidicas novedosas, las hamiltoninas II-I\V que corresponden a isémeros
estructurales difiriendo en la posicidn de esterificacion del residuo del 4cido n-dodecanoico
sobre el ndcleo tetrasacarido compuesto por una fucosa y tres ramnosas. Por ultimo, se
elucido la estructura de un dimero producto de la condensacion de las hamiltoninas Il y 1lI.
Se comprobd que todos los compuestos aislados son inactivos como agentes citotdxicos. Sin
embargo, cuando fueron evaluados (1-25 uM) en combinacidon con una concentracion
subletal del agente anticancerigeno vinblastina (0.003 uM), se produjo un incremento
significativo en la citotoxicidad, especialmente para las células resistente del carcinoma de
mama MCF-7. Tal efecto sinérgico puede ser benéfico en la quimioterapia, haciendo a las
resinas glicosidicas candidatas potenciales para su uso en terapias combinatorias con los

agentes terapéuticos ya aprobados y reducir sus efectos secundarios.
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1. INTRODUCCION

Las resinas glicosidicas de la familiade las convolvulaceas son glicolipidos anfipaticos,
también conocidos como azlcares acilados o glicolipidos, conformados por un nucleo
oligosacarido, una macrolactona y residuos volatiles esterificando al ndcleo oligosacarido
(Pereda-Miranda, 2010) que han demostrado ser moduladores de las bombas de eflujo
relacionadas con el fenotipo de la resistencia multiple a fa&rmacos (MDR) en células
procariotas (Pereda-Miranda et al., 2006) y eucariotas (Figueroa-Gonzélez et al., 2012). La
MDR, que puede ser intrinseca o adquirida, es una de las principales defensas a vencer de las
células neoplasicas para el tratamiento satisfactorio con la quimioterapia. La MDR no es un
fendmeno restringido a un solo tipo de célulasy aproximadamente el 40% de los carcinomas
que ocurren en los humanos desarrollan resistenciaa los agentes quimioterapéuticos (Emran
et al.,, 2022). Una alternativa que ha sido empleada para revertir la MDR en células
cancerigenas es el uso de moduladores de los sistemas transportadores, e.g., la glicoproteina-
P en células de mamiferosy noradrenalina-Aen microorganismos los cuales se unen a estas
proteinas, modificando su conformacion tridimensional activay provocando la inhibicion de
la extrusion de los xenobidticos fuera del citoplasma celular (Lira-Ricardez & Pereda-
Miranda, 2020) (Fig. 1).
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Figura 1. La glicoproteina-P, una proteina de eflujo localizada en la membrana celular dependiente de ATP, es
unatranslocasa que tieneunadistribucidn tisularampliaen el cuerpo humano. Laexpresién de la Gp-P conduce
a unadisminucion de la acumulacién intracelular de numerosos agentes quimioterapéuticos. Eventualmente, la
efectividad de estos medicamentos disminuye, asi como la toxicidad de cualquier otro xenobidtico. Los
inhibidores o moduladores del transportador ABC, también conocidos como quimiosensibilizadores, se pueden
usar en combinacién con medicamentos quimioterapéuticos. Imagen tomada de: (Lira-Ricérdez & Pereda-
Miranda, 2020)



Un grupo de moduladores que ha sido estudiado en afios recientes son los
fitofarmacos, moléculas aisladas a partir de extractos naturales con resultados alentadores
para inhibir la accion de la Gp-P y entre los que destacan diversos polifenoles de naturaleza
flavonoide, fenilpropanoides de tipo lignano, entre otros. Dentro de este contexto de
investigacion, se explord el efecto modulador de treinta y cinco oligosacaridos de las
convolvulaceas sobre la Gp-P en la linea celular multirresistente a agentes antineoplasicos
(vinblastina, podofilotoxina y adriamicina, entre otros) derivada del carcinoma de mama
humano (MCF-7/Vin) (Figueroa-Gonzélez et al., 2011). Todos los glicolipidos evaluados
mostraron una modulacion de la susceptibilidad a la vinblastinade 1 a >1500 veces en un
rango de concentracionesde 1 a 25 ug/mL y permitid laseleccion de cuatro compuestos para
determinar mediante experimentos de captacion, acumulacion intracelular y eflujo de
rodamina 123 que las resinas glicosidicas son un sustrato de Gp-P; asi, la murucoidina V
(Figueroa-Gonzalez, et al., 2011), la purgina Il (Castafieda-Gomez, et al., 2013), el
jalapindsido A (Bautista, Fragoso-Serrano, et al., 2014) y el albinésido Il (Cruz-Morales, et
al., 2016) resultaron potentes agentes de reversidn en ensayos in vitro. La disminuciénen la
expresion de la Gp-P mediada por la murucoidina V y la purgina Il se detectd por
inmunofluorescenciay medida por citometria de flujo después de incubar los compuestos de
prueba con un anticuerpo monoclonal anti Gp-P. Se demostré mediante estos experimentos
que las resinas glicosidicas son un sustrato de las bombas de extrusion en células de

mamiferos (Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020).

Por lo tanto, las resinas glicosidicas pueden utilizarse para el disefio de farmacos
novedosos que en las terapias combinatorias sean capaces de inhibir la actividad de la Gp-P
para revertir el fenotipo de la resistencia a farmacos antitumorales y, en consecuencia,
potenciar la actividad de los agentes antineoplasicos comerciales (Pagadala, etal., 2017). Su
desarrollo como potentes inhibidoresde la Gp-P con una baja citotoxicidad, es unaalternativa
para superar la interferencia indeseable de esta familia de Gp-Ps presente en las células de

mamiferos y que se expresa en las células malignas bajo exposicion a las quimioterapias.



2. ANTECEDENTES
2.1 Familia Convolvulaceae

La familia Convolvulaceae es una familia bastante diversa que comprende plantas
trepadoras, hierbas y arbustos (raramente arbéreos) perteneciente al orden Solanales. Esta
familiaincluye 59 géneros y aproximadamente 1,900 especies, distribuidasen todo el mundo,
especialmente en regiones templadas y tropicales (Simoes & Staples, 2017). El nombre de
esta familia deriva del latin convolvo que significa entrelazadoy hace referenciaa su forma
de crecimiento caracteristico de las plantas trepadoras, en donde sus tallos volubles se

entrelazan en torno a un soporte (Pereda & Bah, 2003; Pereda-Miranda et al., 2010).

Las especies de esta familia son generalmente herbaceas con tallos con frecuencia
volubles con un crecimiento de lianas o enredaderas sus hojas son simples sin estipulas,
poseen flores cuyos pétalos se encuentran soldados en una corola tubulosa o embudada y
caliz con cinco sépalos libres. El androceo esta constituido por cinco estambres soldados al
tubo de la corola. Su fruto casi siempre forma una capsula (Figura 2) (Staples & Brummitt,
2007).

Figura 2. Elementos morfoldgicos caracteristicos de la familia de las convolvuléceas. Flores con una corola

acampanada, hojas simples y guias o tallos volubles propios de una enredadera. Imagen tomada de: (Staples &
Brummitt, 2007).

La clasificacion actual establecida para la familia Convolvulaceae (Staples &
Brummit, 2007; Stevens, 2001) se basa en un andlisis filogenético molecular basado en
cddigos de barras de DNA para marcadores de genes de cuatro regiones de cloroplastos:
rbclL, atpB, psbE-J operon, y trnL-trnF intron/espaciador. Este analisis permitio el
reconocimiento de 23 tribus que también se caracterizaron desde el punto de vista

morfolégico (Stefanovic et al., 2002).
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2.2 Las convolvuliceas purgantes

El uso de las especies representativas de la familia Convolvulaceae, endémicas de la
regibn mesoamericana estan relacionadas intimamente con el desarrollo cultural y
etnomedico de sus culturas nativas. Tal es el caso del ololiuhqui (Rivea corymbosa L. e
Ipomoea tricolor Cav.), nombre nahuatl de las semillas de estas convolvulaceas, las cuales
fueron utilizadas desde tiempos prehispanicos por los aztecas y otras tribus de la region por

sus propiedades psicotropicas y curativas (Figura 3) (Hoffman, 1971).

stylized cops of
Psilocybe aztecorum

tendril of
morning glory

flower of
Heimio
salicifolio

Heimic
salicifolia

flower of
Rivea
corymbose

flower of
Nicotiana
tebacum

Figura 3. Escultura azteca de Xochipilli, principe de las flores, hecha en piedra volcénica y
procedente de Tlalmanalco, en el Estado de México. Se representa al Dios sentado sobre un brasero
con plantas psicotrépicas como el tabaco (Nicotiana tabacum) y los hongos (Psilocybe aztecorum).
Se identificaron claramente el boton (a), la flor abierta (b) y las guias del ololiuhqui (c), especie de la
familia Convolvulaceae. Asi, se piensa que la expresion facial de la deidad representada en esta
escultura corresponde a un estado de éxtasis, mismo que esta relacionado con el consumo de
entedgenos. Fotografias reproducidas de Montufar Lépez 2018.
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En Mesoamérica, los remedios purgantes o laxantes, conocidos por los aztecas como
cacamotili tlanoquiloni, consisten en diversas especies de raices tuberosas, las cuales varian
en caracteristicas morfologicas, habitat y potencia de sus efectos. Actualmente, las
investigaciones botanicas han identificado a estas raices como especies pertenecientes al
género Ipomoea y conforman el complejo de plantas medicinales conocido en la actualidad
como la raiz de jalapa. Este conjunto de farmacos crudas es taxonémicamente diferente a
nivel especie, pero comparten: (a) una o varias caracteristicas morfoldgicas distintivas como
la raiz engrosada y las flores en forma de embudos; (b) el nombre comun de jalapas; (c)
algunas caracteristicas organolépticas como el sabor acre de las raices; y (d) la aplicacion
terapéutica como agente purgante. Desde el punto de vista taxondmico, estas especies fueron
caracterizadas como I. purga (la raiz de la jalapa), I. orizabensis (falsa jalapa 0 escamonea
mexicana) e I. stans (la raiz de la tumbavaqueros), (Figura 4) entre otras que son menos
usadas (Pereda Miranda et al., 2006).

Figura 4. Algunas de las especies pertenecientes al complejo medicinal comercializado
como la raiz de jalapa: A) flory hoja de I. purga; B) flores de I. orizabensis; C) tallos, hojas
y raizde I.stans; y D) drogacrudade la jalapaoficinal (I. purga). Imagen tomada de: (Pereda-
Miranda et al., 2006)
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Este grupo de plantas medicinales llamé la atencion de los colonizadores espafioles,
debido a que sus propiedades purgantes eran importantes en la medicina europea galénica
del siglo XVI y fueron aceptadas como substituto de la raiz de escamonea (Convolvulus
scammonia L.), que se utilizé desde tiempos precristianos en todo el imperio romano. La
“raiz de Michoacan”, |I. jalapa (L.) Pursh, también conocida por los herbolarios europeos
como ruibarbo de las Indias, fue otra especie de importancia en el uso terapéutico de las
jalapas comercializadas en Europa. “La Historia medicinal de las cosas que se traen de
nuestras Indias Occidentales” escrita por Nicolas Monardes, publicada entre 1564 y 1574,
describe los medicamentos herbolarios americanos para explorar sus propiedades
farmacoldgicas, aprovechando que Sevilla era el puerto de entrada al Viejo Mundo de
mercancias traidas de las Antillas, que salian del puerto de la Villa Rica de Vera Cruz, en la
costa del golfo de México. Por ello, Monardes cultivo en su jardin plantas americanas y
describio por primera vez muchas especies como la jalapa, el maiz, el camote y el tabaco,
entre otras. Su contribucion fue muy relevante para facilitar la introduccidn de las raices de
jalapa en Europa y, de esta manera, favorecié la aprobacion de los congéneres purgantes y
depurativos mexicanos en las practicas de la medicinahumoral y la farmacia galénicade los
imperios coloniales de Espafia y Portugal en el siglo XVI. Un magnifico ejemplo de la
propagacion de estas especies mexicanas fuera de la Peninsula Ibérica es el tratado del
naturalista inglés John Gerard, "Great Herball or Generall Historie of Plantes™ (titulado
"Great Herball or Generall Historie of Plantes"”, el libro botanico més influyente en inglés en
el siglo XVII y hasta principios del siglo XX, donde una ilustracién de la raiz de
"Michoacan"”, que debido a la ligereza de sus efectos se hizo popular en la medicina como

sustituto del Nuevo Mundo para la dréstica raiz de escamomea (Pereda-Miranda, 2021).

Hasta finales del siglo XX, la jalapa (I. purga) habia sido una fuente de ingresos para
laregiondel Xico, Veracruz (Linajesetal., 1994). La demanda se ha visto disminuida debido
a laobtencidn de purgantes de diversas fuentes vegetales y comercializadas por distribuidores
alemanes de plantas medicinales (por ejemplo, Miiggenburg Group), entre las que destacan
la jalapa brasilefia (Operculina hamiltonii (G.Don) D.F Austin & Staples (Lira-Ricardez et
al., 2019) y la jalapade la india (Operculina turpethum (L.) Silva Manso) (Ding et al., 2012).
La raiz de jalapa (l. purga) se identificé como la droga cruda auténticade mayor utilidad en

el mundo prehispanicoy que hasta la fecha se ha comercializado ampliamente. Cabe sefialar

13



que estaplantase encuentrailustradaen el Cédice de la Cruz-Badiano que se consideracomo
el texto méas antiguo de medicinaescrito en América en el siglo XVI. La jalapa era prescrita
como un remedio purgante por los sanadores aztecas (Miranda & Valdés, 1964). La
ilustracion muestra a una hierba trepadora con una raiz tuberosa, hojas ovaladas y
acorazonadas y flores rosa-purpldrea como embudos (Figura 5). En la actualidad, contintia
el uso que se describe en el cddice como una purga para el vientre (purgatio ventris).
También, se emplea para el tratamiento de las lombrices intestinales, lameningitis, asi como

las manchas en la piel (Bye & Linares, 2013).
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Figura 5. Folio 32 rectus del manuscrito De la Cruz-Badiano (1552 herbario Azteca). llustracion de
la raiz de jalapa (I. purga) ingrediente principal del remedio purgante prehispanico conocido como
“cacamotli tlanoquinoli”. La descripcion de la huelicpahtli (medicina sabrosa) indica que se tratade
un remedio herbolario con una accién purgante para el vientre (purgatio ventris) y que la pocion se
prepara en agua caliente con la raiz molida.
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2.3 El género Operculina y las jalapas brasileiias

El desarrollo taxonomico de Operculina como un género abarco la evolucién de
conceptos y practicas morfoldgicas en la tarea de clasificar a la compleja y diversa familia
de las Convolvulaceaes; dos especies ahora pertenecientes al género Operculina fueron
nombradas originalmente por Carlos Linneo (1753) como Convolvulus turpethum L. y C.
macrocarpus L. Durante los siguientes 80 afios, éstasy otras especies fueron descritas dentro
de los géneros Convolvulus L. o Ipomoea L. Sin embargo, en un tratado decimondnico acerca
de las plantas medicinales de Brasil, Anténio Luiz Patricio da Silva Manso (1788-1848)
propone por primeravez la creacién de un nuevo género para C. turpethum debido a que esta
especie presenta un tipo de fruto que este botanico brasilefio describié (1836) como la
transicion entre una capsula (un tipo de fruto seco dehiscente, es decir, que se abre al madurar
para liberar las semillas) y una drupa (fruto carnoso, dehiscente, con el endocarpo lefioso, el
cual encierrauna sola semilla). A esta estructura caracteristicala describi6 con el nombre de
“opérculo” (parte superior del fruto que se desprende en un sélo blogue dejando al
descubierto la seccion inferior o urna que contiene las semillas), que dio origen al nombre

del género Operculina (Staples et al., 2020).

Hasta hace poco tiempo, los taxénomos clasificaban al género Operculina como parte
de la tribu Merremieae, sin embargo la falta de evidencias morfoldgicas y los
descubrimientos en estudios filogéneticos moleculares recientes permitieron abandonar el
rango de “Merremieae” (incertae sedis) como una tribu monofiléticade las Convolvulaceas
y en su lugar los géneros que la constituian fueron nuevamente reclasificados. De este modo,
se reconocié a Operculina como un genero monofilético decribiendo como su principal
caracteristicael fruto operculado dehiscente, como bien sefial6 Silva Manso en el siglo XIX.
Las especies constitutivas se encontraban dispersas entre los géneros Ipomoea y Merremia
(Simoes & Staples, 2017). El género incluye 14 especies distribuidas en los tropicosy como
caracteristica especifica presenta frutos con un epicarpio circunciso (opérculo) y una
dehiscencia valvular o irregular del endocarpo (Figura 6). La mayor diversidad de especies
corresponde a los neotréopicos, concentrandose en Ameérica Central y América del Sur
(Simoes & Staples 2017).
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Especies incluidas: Operculina aequisepala (Domin) R.W.Johnson; O. brownii
Ooststr.; O. codonantha (Benth.) Hallier f.; O. hamiltonii (G.Don) D.F.Austin & Staples; O.
macrocarpa (L.) Urb.; O. petaloidea (Choisy) Ooststr.; O. pinnatifida (Kunth) O’Donell; O.
polynesica Staples; O. pteripes (G.Don) O’Donell; O. riedeliana (Oliver) Ooststr.; O.
sericantha (Miquel) Ooststr.; O. tansaensis Santapau & Patel; O. turpethum (L.) Silva

Manso; O. ventricosa (Bertero) Peter (Simdes & Staples 2017).

Figura 6. Principales caracteristicas morfologicas del fruto de Operculina. A-C) Diferentes estadios
del desarrollo del fruto de O. hamiltonii (raiz de jalapa brasilefia). D) Fruto inmaduro con opérculo
(exocarpo) intacto de O. turpethum. E) Fruto maduro de O. macrocarpa con opérculo (exocarpio)
desprendido y endocarpio intacto (capa fragil e interior del pericarpio) rodeando las semillas. F) O.
brownii, fruto maduro con endocarpio quebradizo y semillas expuestas. Imagen tomada de: (Staples
etal., 2020).

Tipo de crecimiento: Todas las especies son herbaceas o lianas perennes con tallos
volubles como un método de anclaje para su desarrollo en torno a un soporte; cuando hay

una ausencia de éste, las plantas crecen como enredaderas postradas (Staples et al., 2020).

Morfologia: Las especies de Operculina presentan las caracteristicas ya mencionadas

de muchos géneros de la familia Convolvulaceae como son los tallos, pedunculos y peciolos
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frecuentemente alados. Hojas pecioladas, enteras o palmadas con la base cordada. Flores
axilares o solitarias con corola infundibuliforme (como tubo) o acampanuladas (Figura 7) y
anteras torcidas en espiral; fruto capsular operculado, con la porcion superior en forma de
tapa carnosa con dehiscencia irregular. Semillas en nimero de 4 o menos, triangular o
globular, glabras o pilosas. Una de las caracteristicas Unicas de este género es el fruto
operculado. Las raices de algunas especies se han descrito como tuberosas y de forma
alargada como aquellas de la especie Operculina hamiltonii (G. Don) D. F Austin & Staples,
cuyos preparados fitoterapéuticos forman parte de un complejo medicinal muy importante
comercializado como un remedio purgante en ciertas regiones de Brasil (Simdes & Staples
2017).

Figura 7. Corola infundibuliformes o acampanuladas de las flores de las especies de Operculina. A)
O. hamiltonii (G. Don) D. F Austin & Staples. B) O. pteripes (G. Don) O’Donell. C) O. codonantha
D) O. turpethum (L.) Silva Manso. E) O. hamiltonii con los sépalos fusionados al tubo de la corola.
F) Corola en forma de embudo alargado de O. pteripes. Imagen tomada de: (Staples et al., 2020).
Las jalapas mexicanas (Ipomoea purga) y brasilefias (Operculinamacrocarpa
y O. hamiltonii) fueron las especies mas importantes en el ambito de los remedios purgantes
originarios de América, hasta el punto de convertirse en el sucedaneo americano de la raiz
de la escamonea (Convolvulus scammonia) pero con efectos considerados como moderados.
Los colonizadores portugueses introdujeron en sus colonias en el continente americano el

conocimiento de la medicina galénica imperante en la practicas médicas de la peninsula
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Ibérica en el siglo XVI. Este sistema medicinal compartia ciertos remedios como los
purgantes utilizados por las tribus originarias de América, tal es el caso de los remedios
provenientes de las plantas trepadoras perennes con raices de sabor amargo de las

convolvulaceas.

Este complejo de plantas medicinales, conocido como la “jalapa-de purga” en
el territorio brasilefio (Figura 8), estd compuesto por especies comunes en la vegetacion
secundaria (Matos, 1997) y que se distribuye en las regiones tropicales comprendidas entre
las Antillas y Brasil. Se han identificado principalmente dos especies con raices tuberosas
purgantes, Operculina macrocarpa (L.) Urb. (sin. Ipomoea operculata (Gomes) Mart) de
flores blancas y otra de flores amarillas, O. hamiltonii (G.Don) D.F.Austin & Staples. Otra
especie con propiedades laxanteses O. turpethum (L.) Silva Manso. Todas estas especies se
emplean por sus propiedades purgantes y laxantes, también como un remedio contra las
enfermedades infecciosas de la piel y en el tratamiento de la leucorrea (Gomes et al., 2009).

Figura 8. Distribucion del complejo brasilefio de plantas medicinales conocido como la raiz de jalapa.
A) Operculina macrocarpa de flores blancas, B) Operculina hamiltonii de flores amarillas. Imagen
tomada de: (Matos, 1997)
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2.3.1 Jalapa de flores blancas: Operculina macrocarpa

Operculina macrocarpa, es, después de O. turpethum, la especie con una mayor
dispersion, esto gracias a la actividad humana, la cual aparentemente esta confinada para la
region de Brasil en los neotrdpicos de las zonas costeras con una vegetacion de selva atlantica
(“mata atlantica”), el bioma més amenazado de Brasil. Sin embargo, existen poblaciones
establecides en el oeste tropical de Africa (Figura 8) (Heine, 1960). Esta distribucion
transatlantica sugiere que O. macrocarpa pudo haber sido comercializada desde Brasil hasta
Africa, tentativamente por los colonizadores portugueses u otros inmiscuidos en la trata de
esclavos (Heine, 1960). Los nombres comunes utilizados por la poblacion brasilefia son:
batata-de-purga, jalapa, jalapina, purga-da-batata, roda-de-batata, sipipira, amerelo leite, bata
de purga da branca, cipé purga. En Paraguay, se conoce como bata de purga y en Ghana
como abiay ebia (Staples, 2020). EI Cuadro 1 resume las diferentes sinonimias que se le

han adjudicado a O. macrocarpa. (Simdes & Staples 2017).

Cuadro 1. Lista de sinonimias para O. macrocarpa (Staples, 2020)

Convolvulus frutescens Mill. Piptostegia gomesii Mart
Convolvulus operculatus Gomes Operculina convolvulus Silva Manso
Ipomoea operculata (Gomes) Mart Meremia alata Rendle

2.3.2 Jalapa de flores amarillas: Operculin hamiltonii

La jalapa de flores amarillas es una planta que florece todo el afio con creces desde
septiembre hasta diciembre en el norte del territorio brasilefio. Sus flores amarillas son
polinizadas por abejas debido a su forma peculiar. Los botanicos describen que las flores sélo
se abren alrededor de las 9:30 am (Staples, 2020). Los nombres comunes en Brasil

corresponden a batata-de-purga, batatdo, batatdo-de-mata, jalapa-amarela, jalapa-da-terra,
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purga-do-cipoy batataamarela. En Panama4, se conoce como batatillay en Trinidad y Tobago

como “wild morning glory” (Staples et al., 2020).

La Figura 9 ilustra las principales caracteristicas anatdbmicas de Operculina
hamiltonii D.F. Austin & Staples. Esta jalapa brasilefia es una planta trepadora con flores
amarillas, distribuida principalmente en los matorrales de las regiones tropicales del norte y
noreste del territorio brasilefio. Se trata de enredaderas lefiosas perennes o lianas con raices
tuberosas. Tallos rojizos con las porciones lefiosas mas viejas estriadas longitudinalmente.
Hojas simplesde 4.5-9 x3 3-7.5 cm. Flores solitarias diurnasy sin olor de 3.3-8 cm. Corola
acampanulada de color amarillo brillantes 3.5-5.2 x 3.3-5.1 cm. Caliz fructifero acrescente
semilefioso de color marrdn rojizo seco; sépalos 2.8—-3.5 cm. Céapsula globosa deprimida con
4 16bulos, 1.5-2 cm de diametro, opérculo marrén rojizo, 1.2—1.4 cm de didmetro; endocarpio
blanguecino, translicido. Semillas 4 o menos de 4-8 mm, marron opaco- (Staples et al.,
2020). Las raices son ampliamente utilizadas como remedio purgante y comercial izadas en
diversas comunidades de la cuenca del rio Amazonas, en los estados de Amazonas, Para,
Maranhdo, Piaui y Ceara. El Cuadro 2 enlista las sinonimias para esta especie. (Simdes &
Staples 2017).

Cuadro 2. Lista de sinonimias de O. hamiltonii (Staples, 2020)

Ipomoea hamiltonii G. Don Ipomoea altissima Mart
Convolvulus alatus Ham Ipomoea pterodes Choisy
Operculina alata Urb Ipomoea ampliata Choisy
Ipomoea alulata Miq. Operculina pterodes f. pubescens Pilg.
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Figura 9. Principales caracteristicas morfologica de Operculina hamiltonii D.F. Austin & Staples.
A) Raiz tuberosa y liana con hojas y frutos inmaduros y maduros. B) Flor acampanada. (C); Fruto
maduro con caliz marron rojizo reflejado a 90° al pedicelo, opérculo dehiscente revelando

endocarpio blanquecino que contiene a cuatro semillas, comenzando a desprenderse alrededor de la
linea de abscision.

2.3.3. Preparados fitoterapéuticos

Diversos preparados fitofarmacéuticos (Figura 11) se encuentran disponibles en el
mercado para su comercializacion (jarabes, extracto alcoholico y pildoras) o bien como
drogas crudas (raices secas cortas en rodajas o pulverizadas). Como ejemplo, tenemos a la

“tintura de jalapa” Sobral que se utiliza en el noreste de Brasil como laxante y para el
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tratamiento del accidente vascular encefalico (Ximenes dos Santos et al., 2012; Cunha et al.,
2011). Entre las propiedades medicinales de la jalapa destacan la depurativa, diurética,
energética, febrifuga, laxante y purgativa. Estos laxantes se utilizan, especialmente para la
congestion intestinal (Matos, 1997; Costa, 2014).

Figura 10. Raiz de jalapa brasilefia y productos herbolarios. La jalapa brasilefia se comercializa
ampliamente en las regiones del norte brasilefio como droga cruda, ademas de numerosos productos
elaborados con las raices y el contenido de sus resinas: A) raices; B) raices secas cortas en rodajas;
C) polvos comercializados de "batatdo" y "jalapa” para la ventaen un mercado local; D) jarabe de
batatdo (Hypolito), extracto alcohdlico (Industria Farmacéutica Sobral) y pildoras (Maciel). Todos
los productos fueron adquiridos en el Mercado 2000, Santarém, Par4, Brasil en septiembre de 2015.
Imagen tomada de: (Pereda-Miranda, 2006)
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2.4 Resinas glicosidicas

Los carbohidratos son biomoléculas muy abundantes en la naturalezay son esenciales
para el sustento y la sobrevivenciade las especies vivas. Ademas de ser una fuente potencial
de energia, los carbohidratos desempefian un papel importante en numerosos procesos
fisiolégicos y patogénicos en la célula, tales como el reconocimiento, la transduccion de

sefiales y la metastasis tumoral, entre otras (Mishra et al., 2021).

Las resinas glicosidicas se encuentran principalmente distribuidas en las plantas de la
familia Convovulaceae, son glicolipidos muy complejos cuya descripcion es relativamente
reciente (Noda etal., 1987; Pereda-Mirandaetal., 1993). A lafecha, alrededor de 350 resinas
glicosidicas se han descrito en la literatura fitoquimica (Fan et al., 2022; Pereda-Miranda et
al., 2010) y han demostrado un amplio espectro de actividades biologicas (Rodriguez, 2018;
Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020).

2.4.1 Naturaleza quimica

Las resinas glicosidicas son metabolitos secundarios que forman parte de la
descripcion de azucares acilados y que corresponden a metabolitos especializados en
funciones vitales produciendo una defensa quimica para las plantas productoras, tales como
la polinizacion, ladefensa contrala herbivoria, la inhibicion de bacterias y hongos patogenos
(Leckie et al., 2016), las interacciones alelopaticas planta-planta (Lotina-Hennsen et al.,
2013) y la resiliencia a mecanismos de estrés abidtico.

Los azucares acilados se producen en la mayoria de las especies de la familia de las
solanaceas en sus tricomas (Kruse et al., 2022), mientras que los azlcares acilados hace
referenciaalaclase de compuestos restringidossolo alos miembros de la familia Solanaceae,
otros glicolipidos estructural y, posiblemente, biosintéticamente analogos también se
encuentran documentados en otras familias del reino vegetal, como las resinas glicosidicas
de las convolvuléceas (Figura 11). Se presume que esta extrema diversidad estructural de
los azucares acilados y las resinas glicosidicas de las convolvulaceas ocurre debido a la
promiscuidad de las aciltransferasas involucradas en su biosintesisy a los diversos grupos

acilo activados por la coenzima A (Monge et al. 2017).
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Figura 11. Ejemplos representativos de glicolipidos de especies vegetales. Las resinas glicosidicas
presentan el patrdn estructural de mayor complejidad entre las diferentes clases de azlicares acilados

(Kruse et al., 2022).
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La Figura 12 ilustrala diversidad estructural de las resinas glicosidicas de la raiz de
jalapa auténtica (Ipomoea purga) basadas en un unico nucleo pentasacarido esterificado por
residuos &cidos organicos diversos. Este oligasarido se utilizd para la biosintesis de
estructuras diméricas (Castafieda Gomez & Pereda Miranda, 2011; Castafieda-Gémez et al.,
2013).
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o
Rha"
RsO
HO-Y ©
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OH
Purginosido Il H H Deca H Cna Hexa Gle
Purginosido Il H H Deca H Hexa Cna HO Ol(-I)H
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R R, R, R, R,

Purgina | CH, Dodeca Cna Mba Cna

Purgina Il CH,0OH Deca Cna Mba Cna

Purgina Ill CH,0H Deca Cna Hexa Cna

Figura 12. Diversidad estructural de las resinas glicosidicasde Ipomoea purga. La estructura
de los constituyentes individuales se basa en un Unico pentasacéarido, el &cido operculinico A
presente en los purginésidos I-1V. La macrolactonizacion sucede en la posicion C-2 de la
segunda unidad monosacéarida y la presencia de tres unidades esterificantes del ndcleo
oligosarido, los acidos trans-cinamico (Cna), (+)-2S-metilbutirico (mba), hexanoico (hexa),
decanoico (n = 1) y dodecanoico (n =3) se ubicaron en C-2 de la segunda unidad de ramnosa
y en C-2 (0 C-3) y C-4 en la tercera fraccion ramnosa. La posicion para el establecimiento
del enlace éster de los dimeros para la unidad monomérica B en la unidad macrociclica A fue
en C-4 de la glucosa terminal de las purginas I-11I.

Existe una variacion estructural sustancial e intrinseca entre los glicolipidos

individuales de las resinas glicosidicas de las especies de convolvuléaceas (Fan et al., 2022;
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Pereda-Mirandaet al., 2010) y que se caracteriza por la presencia de una alta diversidad de
oligbmeros de acidos grasos hidroxilados (Pereda-Miranda et al., 2010). Esta diversidad
quimicaes el resultado de tres caracteristicas principales: (i) un nucleo heteropolisacarido de
solo unos pocos residuos de azucar (hasta siete), que contiene aldohexosas (D-glucosa o D-
galatosa) y epimeros de pentosas (L-ramnosa, D-fucosa, D-quinovosa y D-xilosa) en sus
formas de piranosa, constituidos con no mas de cuatro monosacaridos diferentes; (ii)
monohidroxiy dihidroxi C14 -Cig acidos grasos como las agliconas que pueden formar una
macrolactona; y (iii) esterificaciones de los nucleos de azucar por &cidos grasos aromaticos
o alifaticos que pueden ser de C,-Cis carbonos de largo. Algunos oligbmeros sufren
condensaciones intermoleculares para formar dimeros de tipo éster de mayor peso molecular

y complejidad (Castafieda-Gdémez et al., 2013; Escalante-Sanchez y Pereda-Miranda, 2007).

Los patrones de acumulacion de las resinas glicosidicas en hojas, semillasy raices
generalmente son consistentes dentro de una especie, pero varian entre variedades y especies
filogenéticamente cercanas. En Ipomoea, la mayoria o todas las resinas glicosidicas se
encontraron en las raices. Esta observacion sugiere que se producen en estos drganos. Sin
embargo, no esta claro si las resinas glicosidicas también se producen en las partes aéreas de
las plantas o simplemente se transportan desde las raices (Kruse et al., 2022).

2.4.2 Métodos de purificacion

De acuerdo con su naturaleza quimica, las resinas glicosidicas son moléculas
anfipéticas, el aislamientoy la purificacion de éstas no es una tarea sencilla, debido a que
siempre estan presentes en forma de mezclas complejas de homdlogos que tienen el mismo
nucleo oligosacarido, pero con minimas diferencias ya sea en el largo de la cadena de las
porciones alifaticas esterificantes o en los sitios de acilacion en el nucleo oligosacarido
(Pereda-Mirandaet al., 2002; 2010), tal es el caso de las orizabinas I-1V (Figura 13). Por lo
tanto, los métodos tradicionales para el aislamientoy la purificacién de productos naturales,
tales como el reparto liquido-liquido, la cromatografia en capa fina y cromatografia en
columna abierta, usando como soporte gel de silice, intercambio idnico y filtracion en gel
(Sephadex), resultan ser técnicas inapropiadas (Pereda-Mirandaet al., 2010). El aislamiento

y la purificacion de las resinas glicosidicas se realiza empleando la técnica de HPLC.
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Figura 13. Estructura quimica de las orizabinas I-1V, lipotetrasacaridos macrociclicos

mayoritarios de las resinas glicosidicas purificadas a partir de la raiz de la falsa jalapa,
escamonea mexicana o jalapa ligera, Ipomoea orizabensis (G. Pelletan) Ledeb. ex Steud.
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El éxito en la purificacidon (> 99%) de los glicolipidos constitutivos de las resinas
glicosidicas, empleando HPLC, se debe primordialmenteal uso de la técnica conocida como
“reciclaje de pico” en conjunto del “corte de nicleo” (Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos,
2002). Esta técnica requiere del empleo de una valvula de reciclaje que permite la
reintroducciénen la columna cromatogréafica de la muestra problematantas veces como sea
necesario y, de esta forma, se incrementa el nimero de platos tedricos mejorando la
resolucion de los picos en analisis y manteniendo al minimo la distorsién del pico. El
procedimiento finaliza cuando se observa una sefial como un pico de comportamiento
gaussiano, sin la presencia de picos minoritarios como indicativos de impurezas (Figura 14)
(Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos, 2002).

i 1 Recycled —

a Collected

Analytical  —  Qverloading — Recycling
separation  Preparative separation Time

Figura 14. Separacién de dos picos con una baja resolucion (a y b) en una mezcla de productos
naturales estrechamente relacionados (4:1) mediante sobrecarga de columnasy reciclaje en HPLC
preparativo. La sobrecarga de la columna es Gtil para la separacion de componentes minoritarios
mediante la aplicacion de las metodologias de rasurado de pico y corte de ndcleo. El corte de la zona
de elucion de la muestra enriquecida en el constituyente minoritario b proporciona una fraccion
enriquecida en el compuesto principal a. Después del primer reciclaje de esta fraccion, la separacion
de los dos constituyentes es satisfactoria para recoger el pico menoritario b. Cuando el eluato se
devuelve a la columna, el pico a se puede aislar en estado puro logrando su resolucion después de
varios ciclos de reciclaje en la columna para eliminar una impureza traza (*).

La cromatografiaen modo de reciclaje tiene las siguientes caracteristicas (Figura 15):
(i) reduccion de los costos de la columna, ya que este proceso tiene la misma capacidad de
separacion que el uso de columnas mas largas o maltiples; ii) reduce las cargas y los costes
medioambientales, ya que el mismo disolvente de fase movil se utiliza repetidamente durante
todo el proceso de separaciony, por lo tanto, reduce el consumo total de disolvente;y iii) una
purificacion preparativaeficas, ya que cada componente de lamezclase fraccionay se recoge

solo después de mejorar la separacion de referencia.
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Figura 15. Comparacion de los sistemas de HPLC preparativos equipados con unacolumnade fase
estacionaria uniforme de tamafios de particulas pequefias de 5 a 20 um. A) Cuando se utiliza una
columna corta. B) Cuando se utiliza una columa larga que puede producir presiones altas en el
sistema. C) Técnica de reciclaje cuando la muestra fluye a través de la misma columna repetidamente
sin consumo de disolvente. El uso de unacoluma con una longitud de 1/3, pero en una secuencia de
3 ciclos, produce el mismo resultado que cuando se emplea con unacolumnacon el triple de longitud
y con la mitad en el consumo del disolvente.

Esta técnica se emplea para el aislamientoy la purificacion de diferentes tipos de
productos naturales incluyendo enantiomeros, diasteroisdbmeros, epimeros, isGmeros
posicionalesy compuestos estructuralmente relacionados con tiempos de retencién similares
(Sidana & Joshi, 2013) y ha permitido la purificacion de numerosos oligosacéridos
constitutivos de las mezclas de resinas glicosidicas de las convolvulaceas. La cromatografia
de fase inversacon C-18 [C1gH3s7-(CHs3)2-OSi-OSi(OH)(CHs)-] tiene una afinidad més fuerte
por las porciones hidrofébicas en estos resinas glicosidicas, como la aglicona (acidos grasos
mono Yy dihidroxilado C14-Ci3) y los residuos esterificantes de los ncleos oligosacaridos. La
aplicacion de la fase reversa C-18 en el modo de reciclaje en HPLC semipreparativo para la
purificacion de estos glicolipidos complejos ha proporcionado muestras con una pureza del
98%, como lo demuestran los métodos analiticos de RMN y EM utilizados para la
elucidacion estructural de las siguientes series de resinas glicosidicas: albindsidos (Cruz-

Morales et al. 2012, 2016), batatin6sidos (Escalante-Sanchez et al., 2008), intrapilosinas
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(Bah et al., 2007), murucoidinas (Escobedo-Martinez et al., 2010), purginésidos y las
purginas (Castafieda-Gomez & Pereda-Miranda, 2011; Castafieda-Gomez et al., 2013), entre
otros. También, la fase estacionaria NHz [NH2(CH2)3-(CHj3)2-OSi-OSi(OH)(CHs):], propia
para el analisis de carbohidratos, se utiliz6 para la purificacion de las sereis de homologos de
las tricolorinas (Bah & Pereda-Miranda, 1997) y las orizabinas (Hernandez-Carlos et al.,
1999).

Debido a la alta complejidad caracteristica de las mezclas de resinas glicosidicas, se
requiere del uso de técnicas degradativas que consisten en reacciones quimicas para
fragmentar, de manera paulatina, la estructuracompleja del glicolipidoy generar moléculas
maés sencillasy, de esta forma, facilitar laelucidacion estructural al identificar las diferentes
porciones de la molécula. Una de estas reacciones es la hidrolisis alcalina (saponificacion)
del extracto obtenido a partir del material vegetal, con la que se logran obtener los acidos
orgénicos que esterifican al nacleo oligosacérido y la apertura, segin sea el caso, de la
macrolactona. Los productos de hidrdlisis solubles en la fase organica se someten a una
reaccion de derivatizacion para formar el éster metilicoy se analizan por CG acopladaa EM
(Pereda Miranda et al., 2010). El acido glicosidico soluble en agua se recupera mediante

extraccién con n-butanol.

Recientemente, los acidos hederifolicos A-D, heptaglicdsidos y hexaglicdsidos de los
acidos 3S,12S-dihidroxi- 0 12S-hidroxiheptadecanoico de Ipomoea hederifolia L. (batatilla
roja) se purificaron como derivados peracetilados mediante reciclajeen HPLC en fase reversa
(Figura 16). Esta estrategia permitié la purificacion de los acidos glicosidicos
extremadamente polaresy que se recuperaron mediante hidrolisis basica (Castafieda-Goméz
et al., 2023). Mediante laaplicacion de latécnica degradativa de saponificacion, se evaluaron
diversas muestras comerciales de las jalapas mexicanas para la generacion de perfiles
cromatograficos en HPLC de sus acidos glicosidicos que fueron purificados mediante fase
reversa (columna NH; para analisis de carbohidratos; fase movil, CH3CN-H,O, 3:2) en modo
de reciclaje, distinguiendo cada una de los tres remedios herbalarios, la jalapa verdadera
(Ipomoea purga), la falsa jala (l. orizabensis) y laraiz de la tumavaqueros (I. stans) para su
control de calidad (Pereda-Miranda et al. 2006).
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Figura 16. Purificacién mediante HPLC en fase reversa (C-18) de los é&cidos glicosidicos
constitutivos de las resinas glicosidicas de la batatilla roja. Los derivados peractilados se convierten
en los &cidos intactos mediante hidrdlisis basica, logrando superar las dificultades asociadas con la
purificacion de &cidos glicosidicos polares intactos (Castafieda-Gomés et al., 2023).

2.4.3. Elucidacion estructural

El empleo de técnicas espectroscopicas como RMN y EM-AR son herramientas muy
efectivas para la elucidacion estructural de los lipooligosacaridos sin la necesidad de utilizar
técnicas que degraden el producto original. A partir de la generacién de los perfilesde RMN
'Hy 13C de los productos intactos y de sus acidos glicosidicos, se obtiene informacion acerca
de la estructura del nucleo oligosacarido constitutivo, como la identificacion del nimero y
tipo de unidades sacaridas. Al recurrir a las técnicas bidimensionales homonucleares (COSY,
TOCSY y ROESY), y heteronucleares (HSQC y HMBC), se asigna la conectividad de cada
uno de los constituyentes dentro de la molécula (Pereda-Miranda et al., 2010).
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2.4.4 Diversidad estructural

Histéricamente, la clasificacidn de las resinas glicosidicas se basé en su solubilidad,
la porcion soluble en éter o disolventes lipofilicos como hexano o cloroformo, denominada
como jalapina;y la porcion insoluble o convolvulina, soluble en disolventes polares préticos
como el MeOH, con el fundamento de que aquellas resinas lipofilicas solubles en éter
compartian una estructura macrolacténica. Sin embargo, esta clasificacion no correspondia
con las propiedades anfipaticas de todas las resinas individuales, por ejemplo, las
woodrosinas | y 1l (Ono, 1993) de Ipomoea tuberosa L. (Merremia tuberosa (L.) Rendle),
siguen mostrando una insolubilidad en éter a pesar de que corresponden a macrolactonas
(Figura 17). En realidad, la solubilidad de las resinas glicosidicas puras refleja su caracter
anfipatico y su disolucién en disolventes organicos apréticos lipofilicos, como el éter o
cloroformo, dependera del tipo de cadenas esterificantes, el tamafio del oligosacaridoy el
grado de sustitucion del nicleo oligosacarido por acidos grasos de cadena larga. Por lo tanto,
en HPLC, un tiempo de retenciéon mas largo s6lo dependera de la adsorcion a través de
interacciones hidrofébicas de los analitos individuales con la fase estacionaria (C-18). Cuanto
mas fuerte sea la interaccion por la presenciade acidos acilantes de cadena larga, mayor sera

el tiempo de retencion resultante.

O

RO

\““

Figura 17. Estructura quimica marcrociclica de las woodrosinas 1 y Il de Ipomoea tuberosa. La
esterefiricacion del nucleo pentasacarido por residuos de los acidos (+)-2S-metilbutirico e
isobutirico en la woodrosina I (R = mba) y la woodrosina Il (R = iba) no confiere una capacidad
anfifilica para su disolucion en éter o disolventes polares lipofilicos.
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Figura 18. Estructuras de las agliconas descritas en las resinas glicosidicas. Imagen tomada
de: (Bo-Yi, et al., 2021)

De este modo, en 2010, las resinas glicosidicas se empezaron a clasificar con base en
la longitud y nombre de sus nucleos oligosacaridos macrociclicos o aciclicos (acidos
glicosidicos) (Pereda-Miranda et al., 2010). El &cido 11S-hidroxihexadecanoico (acido
jalapinolico) y el acido 11S-hidroxitetradecanoico (acido convolvulinélico) son las agliconas
mas comunes entre las resinas glicosidicas. En afios recientes, otras agliconas de acidos

grasos tales como el &cido 7R-hidroxidecanoicoy el &cido 11R-hidroxihexadecanoico, entre
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otros, se han descritoy se resumen en la Figura 18 Las agliconas usualmente se encuentran
formando una macrolactona con el ntcleo oligosacérido, sin embargo, numerosas estructuras

aciclicas también han sido aisladas (Fan et. al, 2022).

Se ha descrito que los acidos grasos 12S-monohidroxilados y 3S,12S-dihidroxilados
muestran un valor dextrogiro para su rotacion especifica ([a]p) y sus levoisomeros tienen el
signo contrario para una configuraciéon R (Chérigo & Pereda-Miranda, 2008; Lira-Ricardez
et al., 2019). Esta observacion para la configuracion absoluta también se ha confirmado
mediante el analisis de RMN *H de sus ésteres de Mosher. La Figura 19 ilustra la secuencia
de reacciones utilizadas para establecer la configuracion absoluta del residuo acilante de la
murocoidina X de Ipomoea murucoides Roem. et Schult (Chérigo & Pereda-Miranda, 2008).
Los grupos esterificantes encontrados en las convolvulaceas se encuentran resumidos en la
Figura 20, incluyendo &cidos alifaticos de cadena corta y larga, como el &cido acéticoy el

acido hexadecanoico, y acidos aromaticos como el trans-cinamico (Fan et al., 2022).
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Figura 19. Establecimiento de la configuracion para el acido 8R-hidroxidodecanoico
esterificante de la murocoidina X. (a) KOH, (b) CH,N,, (c) TMSICI, piridina, 70 °C, 15 min,
(d) (R)-MTPACI o (S)-MTPACI, DMAP, piridina, 70 °C, 5 h. *A3 = &(S)MTPACI
— d(R)MTPACI (Chérigo & Pereda-Miranda, 2008).
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Figura 20. Estructuras de los grupos acilantes descritos en las resinas glicosidicas. Imagen
tomada de: (Bo-Yi, et al., 2021)

El &cido exogonico (Exg, acido 3,6-6,9-dioxidodecanoico: 2-carboximetil-7-metil-
1,6-dioxaspiro-[4,4]-nonano) es un componente caracteristico (~7%) que puede ser aislado
como un &cido libre junto con pequefias cantidades del &cido 4-oxocaprilico (4-oxo-n-
octanoico) de la jalapa brasilefia Operculinamacrocapa y es considerado como un marcador
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guimiotaxondmico para esta planta medicinal purgante. Este constituyente obtuvo su nombre
trivial de la planta Exogonium purga, sinonimia invalida de Ipomoea purga, porque los
autores descubridores creyeron erroneamente haberlo aislado de la jalapa mexicana
(Mannich y Schumann 1938).

Grafy Dahlke (1964) asignaron su estructura como el &cido 3,6-6,9-dioxidodecanoico
despues de estudios degradativosy espectroscépicos. El acido natural es épticamente activo
y se consideraba una mezcla de los cuatro posibles diastereémeros (Figura 21). El analisis
de los espectros de RMN tH y 13C del exogonato de metiloy de la mezcla diastereomérica
sintéticallevo a la sugerencia de que el acido exogonico natural consiste predominantemente
de lamezclade los diasteroisomeros E,Ey Z,Z con las configuraciones 2S,5S,7R y 2S,5R, 7R,
respectivamente, que difieren en configuracion sélo en el centro espiro. Sin embargo,
también se pudieron detectar cantidades menores de los isémeros E,Z y Z,E (2R,55,7R y
2R,5R, 7R, respectivamente) mediante un andlisis en la cromatografia de gases con una fase
estacionaria quiral, niquel (11) bis(3-heptafluorobutanoilo)-(IR)-calcanforate (Ni-R-Cam)
(Lawson et al., 1992). Aparentemente, existe un equilibrio autocatalitico que facilita la
epimerizacion de este residuo en la resina glicosidica debido a la naturaleza acida de esta

ultima.
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Figura 21. Acido exogonico, un componente de la resina de la jalapa brasilefia que también esterifica
a sus oligosacaridos, existe como un equilibrio epimérico de cuatro estereoisomeros. (Lira-Ricardez,
2021)
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2.4.5 Resinas glicosidicas de Operculina

Debido a la complejidad estructural de las resinas glicosidicasy a la similitud que
guardan entre ellas que dificultan su separacion, lamayoria de las elucidaciones estructurales
de las resinas de las especies de Operculina se han iniciado con la caracterizacion de los
acidos glicosidicos constitutivos, es decir, la molécula se somete a un proceso de
saponificacion con el fin de reducir la complejidad y facilitar su caracterizacion estructural
(Pereda Miranda et al., 2010).

No fue sino hasta 1989 que un grupo de investigadores japoneses, liderados por
Masateru Ono, caracterizaron las primeras resinas glicosidicas intactas a partir de una
muestra comercial supuestamente conteniendo a la raiz pulverizada de la jalapa de flores
blancas (O. macrocarpa), tras haber reconocido a siete 4cidos operculinicos (A-G) (Figura
22) como los nucleos mayoritarios de las resinas glicosidicas presentes en las mezclas

complejas (Ono et al., 1989).

Ac. operculinico A H OH CH, Glc
Ac. operculinico B OH H CH,0H Glc
Ac. operculinico C H OH CH; H

Figura 22. Estructuras de los acidos glicosidicos constitutivos de las resinas glicosidicas de la
jalapa brasilefia de flores blancas (Operculina macrocarpa).
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La diferencia estructural de las estructuras derivadas de los acidos operculinicos (A-
H) de las resinas glicosidicas que se han purificado de O. macrocarpa radica en la posicién
de lactonizacion en el nucleo oligosacarido ya que el acido glicosidico puede esterificar
intramolecularmente la posicion C-2 (Figura 23) o C-3 (Figura 24) de la primeraunidad de
ramnosa interna. La principal caracteristicaen comun de estas resinas macrociclicas es la
presencia Unica de grupos acilo alifaticos de cadena larga como grupos esterificantes,
especificamente el &cido dodecanoicoy el acido decanoico (Ono etal., 1992). La elucidacion
estructural se realiz6 en forma progresiva, iniciando con la identificaciéon de los nucleos
saponificados, seguida de la caracterizacidn de los derivados peracetilados y permetilados y,
finalmente, se concluy6 con el andlisis a través de RMN *Hy *C en 1D y 2D de laestructura

intacta de cada uno de los componentes individuales (Ono et al., 2017).

Otras estructuras pentasacaridas derivadas del acido operculinico A se han aislado
de otras fuentes distintas a Operculina, principalmente del género Ipomoea, como los
batatindsidos X1y VI (Rosas-Ramirez, 2013; Escalante-Sanchez, 2008) de Ipomoea batatas,
las pescapreinas (Escobedo-Martinez, 2007) de Ipomoea pescaprae y los purginésidos de

Ipomoea purga (Castafieda GoOmez & Pereda Miranda, 2011) (Figura 12).
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operculin Il OH H CH;OH Dodeca Glc Dodeca
operculin IV OH H CHyOH Deca Glc Deca
operculin VI CHy Dodeca H Dodeca
operculin VI CH; Dodeca Glc Deca
operculin VIl H OH CH; Deca Glc Dodeca
operculin IX OH H CH,OH Dodeca Glc Deca
operculin X OH H CH,OH Deca Glc Dodeca
operculin X1 CH; Dodeca Glc H
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operculin XV H OH CH4 H Glc Dodeca
operculin XV OCH H CH,OH Dodeca Gl H
operculin XVII OH H CH.OH Deca Gilc H
operculin XV OH H CH.OH H Gle Dodeca

Figura 23. Resinas glicosidicas macrocilicas purificadas a partir de Operculina macrocarpa con la
macrolactonizacién en la posicion C-2 de la primera ramnosa interna. (Ono, 2017)
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Ry Rz
operculin V Dodeca Gle
operculin XI Dodeca H
operculin XII H Dodeca

Figura 24. Resinas glicosidicas aisladas de O. macrocarpa con la macrolactonizacion en la
posicion C-3 de la primera ramnosa interna. (Ono, 2017)
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En 2009, Ono y su equipo describen el aislamiento y la caracterizacion de un nuevo
acido operculinico derivado de la hidrdlisis alcalina de la fraccion insoluble en éter
(convolvulina) del extracto de las raices de O. macrocarpa (Ono, 2009). A diferenciade sus
homologos previamente aislados, el &cido operculinico H posee un hexasacarido con residuos
acilantes de los acidos metilbutitico, tiglico y exogénico. Por lo tanto, las resinas glicosidicas
de esta planta se caracterizan por ser insoluble en éter, pero difieren de las otras resinas de
las convolvuléaceas purgantes por tener una solubilidad anormalmente altaen agua (Shellard,
1961). Posteriormente, la fraccion correspondiente a laconvovulina del extracto de las raices
de una muestra comercial de O. macrocarpa fue sometido a un tratamiento con cloruro de
indio (111) en metanol, de donde se obtuvieron los derivados metilados del &cido operculinico
H (Ono, 2009; 2017) que se ilustran en la Figura 25. Los acidos macrocarposidico C se

purificaron a partir de una muestra auténtica (Lira-Ricardez, 2019).
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osidico A H Exg Tga Tga H H 3-Mba
osidico B H Exg Tga 3-Mba H H 3-Mba’

Figura 25. Estructura del &cido operculinico H y sus derivados esterificados. (Bo-Yi, et al.,
2021)
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Recientemente, el analisis de la fraccion soluble en metanol del extracto de las raices
de O. macrocarpa se llevé a cabo generando perfilesen RMN de tres acidos glicosidicos sin
descripcion previa; dos nuevos hexasacaridos, los acidos operculinicos Iy J (Figura 19), que
resultan ser isdbmeros estructurales difiriendo en la posicion de hidroxilacion de la aglicona
(Lira-Ricérdez, 2019); y un monosacéarido de quinovosa del &cido 7-hidroxidecanoico que
fue etiquetado como el acido operculinico K (Figura 26) (Lira-Ricardez, 2019). Su hidrolisis
acida produjo una aglicona levogira ([a]p —3.3), en concordancia con la configuracion
absoluta C-7(R) para la aglicona. Los &cidos grasos levogiros (R)-hidroxilados se han
encontrado Gnicamente en dos ocasiones como agliconas o residuos acilantes en las resinas
de las convolvulaceas: el acido (-)-11R-hidroxihexadecanoico (&cido ent-jalapinolico)
constituyente del acido ipomeico de I. pes-caprae (Sura et al., 2019) y el acido (-)-8R-
hidroxidodecanoico en la murucoidina X de I. murucoides (Chérigo & Pereda-Miranda,
2008).
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Figura 26. Estructuras de los &cidos operculinicos | -J (A-C) de Operculina macrocarpa
(Lira-Ricéardez, 2021)
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De la raiz de jalapa de la India, Operculina turpethum (L.) Silva Manso, también se
han aisladoy caracterizado resinas glicosidicas macrociclicas intactas (Ding et al., 2012). El
equipo de investigadores chinos y canadienses, encabezados por el Dr. Jian, aislaron, en
primerainstancia, los cidos glicosidicos resultantes de la saponificacion del extracto crudo
de la jalapina. De este analisis se obtuvieron tres 4cidos mayoritarios, los acidos turpéticos
A, By C (Figura 27).

HO
HO O==<12s

1n=2 HO

Figura 27. Estructuras de los acidos turpéticos A-C (Ono, 2017)

La diferencia entre estos compuestos radica en el largo de la cadena alifatica de la
aglicona: el &cido turpético A tiene a un &cido graso con una cadena de Cis, mientras que el
B una cadena de Ci¢ y el &cido C una cadena de C,7. El nicleo oligosacarido comin en estos
acidos glicosidicos esta relacionado con los &cidos aislados por Ono en 1989; sin embargo,
los acidos turpéticos son derivados de los acidos (12S)-monohidroxilados penta, hexa y
heptadecanoico, mientras que los operculinicos son derividados del &cido (11S)-
hidroxihexadecanoico. Solo dos resinas glicosidicas intactas se aislaron y sus estructuras se
caracterizaron como macrolactonas del pentasacarido acilado correspondiente al &cido
operculinico B, los turpetésidos Ay B (Figura 28). Este proceso fue posible una vez que se
determinaron las estructuras de los nudcleos oligosacaridos hidrolizados y mediante la

comparacion de las sefiales en sus espectros de *Hy **C RMN por las resinas intactas.
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Figura 28. Resinas glicosidicas macrociclicas de Operculina turpethum (Ono, 2017)

De la “batata de purga” de flores amarilla, Operculina hamiltonii, se identificaron
nacleos pentasacaridos inéditos derivados de los &cidos 11S y 12S monohidroxilados. A
partir del extracto saponificadoy peracetilado se aislaron tres &cidos glicosidicos conocidos:
los &cidos operculinicos A y B (pentasacaridos del acido 11S-hidroxihexadecanoico) y el
acido turpético C (pentasacarido del acido 12S-hidroxiheptadecanoico). También, se
obtuvieron y caracterizaron dos acidos glicosidicos novedosos. Se utilizo el perfil de HPLC
con deteccion en EM-ESI para identificar las resinas conocidas y reconocer estructuras
novedosas en la mezcla complejaderivatizada (Figura 29). La identificacion de los nlcleos
oligosacaridos se realizd mediante la deteccion del ion aducto [M + Na]* (Montiel-Ayala et
al., 2021). Este analisis estructural permitid identificar el peso molecular de los derivados
peracetilados para los &cidos operculinicos A (tr 15.5 min) y B (tr 13.0 min), asi como para
el acido turpético C (tr 20.5 min); en dos de ellos, con el mayor tiempo de retencion, la
diferenciaen peso con el acido operculinico A permitididentificar a las agliconas presentes
como el 12S-hidroxiheptadecanoico (tr 26.2) y el 12-hidroxioctadecanoico (tr 31.5 min)
(Figura 30).
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tr (min) ESIMS [M+Na]" Derivado peracetilado
A B m/z Férmula Molecular
158 130 160364565 ACidO opercull'nico B: C72H10803s
16.9 15.5 1545.63928 Acido operculinico A: C7oH106036 (Figura 18A)
176 | 205 1617.65308 Acido operculinico B + CH2: CraHi10 Oss (ac. turpético C)
181 | 26.2 1559.65173 Acido operculinico A + CHz: C71H10s0s6 (Figura 18B)
192 | 315 1573.66748 Acido operculinico A + 2 x CHz: Cr2H110036 (Figura 18C)

Figura 29. Resolucion mediante HPLC de las resinas glicosidicas derivatizadas de Operculina
hamiltonii. A: Condiciones analiticas: ColumnaCis (3.0 x 150 mm, 3.5 mm); fase mévil: 0.1% (v/v)
HCO2H/H20 (A) y CH3CN (B); flujo: 0.25 mL/min. Gradiente: 60% B durante 30 min, 60-80% B
durante 5 min, 80-100% B durante 2 min. B: Condiciones preparativas: Columna Cis (19 x 300 mm,
7 um); fase movil: CH3CN:H20 (9:1), flujo: 8.0 mL/min (Montiel-Ayala et al., 2021).
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Figura 30. Nicleos oligosacaridos minoritarios constitutivos de las resinas glicosidicas de la jalapa
brasilefia (O. hamiltonii), donde las agliconas corresponden a los &cidos grasos monohidroxilados:
A) 12S-hidroxihexadecanoico; B) &cido 12S-hidroxi-heptadecanoico; C) &cido 12S-
hidroxioctadecanoico. (Montiel-Ayala et al., 2021).

2.5 Importancia bioldgica

La trascendencia del uso tradicional que se le ha dado a la jalapas ha llamado la

atencionde la comunidad cientificano sélo por conocer la composicion quimicade laplanta,

sino por indagar mas alla de los efectos purgantes ya conocidos de los preparados

fitoterapéuticosa partir de la droga crudo de estas especies. Las resinas glicosidicas aumentan

la permeabilidad de la membrana celular a cationes y aniones (Zhu et al. 2019b) para

desencadenar un desequilibrio en la homeostasis celular a través de una actividad formadora

de poros actuando como laxantes osmaticos al producir eliminacion de agua y peristaltismo

del intestino. La accion purgante también se atribuye a la activacion del factor nuclear kappa

B en el colon, que aumenta la secrecion mediada por ciclooxigenasa-2 de la prostaglandina

E», resultando en ladisminucion de laexpresién de acuaporina-3 que inhibe el agua absorbida
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desde el intestino hasta el vaso sanguineo (Zhu et al. 2019a). Se han estudiado diversas
actividades biologicas de las resinas glicosidicas, metabolitos a los que se le atribuye gran
parte de los efectos terapéuticos de las jalapas, resaltando su actividad citotoxica, antifungica,
antibacteriana, anticonvulsivo, antidepresivo, vasorrelajante y efectos de modulacién sobre
la resistencia cruzada a los farmacos terapéuticas de uso clinico en lineas derivadas de

tumores humanos (Pereda et al., 2010).
2.5.1 Efecto modulador sobre la MDR

La quimioterapia es uno de los tratamientos mas efectivos contra el cancer, sin
embargo, su éxito se ha visto aminorado debido al desarrollo de la multirresistenciaa los
farmacos (MDR, “mutiple drug resistance”) en las células tumorales. La MDR se manifiesta
debido al tratamiento continuo con agentes antineoplasicosy se conocen varios mecanismos
a través de los cuales las células adquieren resistencia hacia los farmacos quimioterapéuticas:
i) incremento en la extrusion de las farmacos a través de la expresion de bombas de eflujo
transmembranales, tales como la Gp-P codificada por la familia de genes ABCBL,; ii)
decremento en el reconocimiento de las farmacos por los transportadores celulares; iii)
activacion de enzimasde la fase Il que metabolizan rapidamente las farmacos tales como el
citocromo P450 y la glutation S-transferasa para la eliminacion de los farmacos; iv)
activacion de sistemas de reparacion de DNA y V) evasion de la apoptosis celular. Los
primeros tres procesos promueven el desarrollo de la MDR previniendo la acumulacion de
altas concentraciones del farmaco (xenobi6ticos) en el medio intracelular (Cho & Kim,
2020).

La presente disertacion se enfoca en el fendmeno de las bombas de eflujo,
especificamente de los transportadores (ABC: ATP-binding cassette) de células humanas, las
cuales se expresan normalmente en células especializadas como las que se encuentran en el
higado; sin embargo, representan un problema cuando se expresan en las células cancerosas,
ya que son proteinas integrales de muy poca especificidad lo que les facilita la eliminacién
de un sinnimero de compuestos antineoplésicos de uso clinico que pueden o no estar
relacionados estructural y mecanisticamente en su efecto (Figura 31), disminuyendo asi su
efectividad (Cho & Kim, 2020).
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La Figura 31 ilustra el mecanismo de accion para los transportadores ABC de las
células de mamiferos. Se muestra el modelo de transporte alterno con el movimiento de los
protdmeros en forma de pinza a través de la membrana celular, que alternan entre una
conformacidn abierta haciaadentroy hacia afueradel citoplasma para translocar los sustratos
a través de la bicapa membranal. Los dominios transmembranales (TMD) de los
transportadores ABC que comprenden al sitio catalitico de union al sustratoy al dominiode
union a nucledtidos (NBD) se unen para hidrolizaral ATP vy, de estaforma, impulsar el ciclo
del transporte y extrusion de los f&rmacos. Los cambios conformacionales estan vinculados
a la dimerizaciény disociacion del NBD, que estan mediados por la unién e hidrolisis del
ATP (Du et al., 2018).

Inward-open state
Inner membrane

@ Drug

o ‘~<<° 2 x ADP
Drug bound

o
ATP bound \‘ ADP bound
2 x Pi
o

ADP-Pi
Outward-open state

2xATP@

TMD

NBD

Figura 31. Esquema general de los transportadores ABC y las distintas conformaciones
que ocurren durante la extrusién de farmacos fuera del citoplasma celular (Du et al., 2018).

El desarrollo de métodos bioguimicos para contrarrestar la expresion de la MDR en
celulas cancerosas ha dado como resultado el descubrimiento de metabolitos moduladores de
laactividad de los transportadores activos ABC, tal es el caso de los ensayos de modulacion
de las resinas glicosidicas sobre lineas resistentes de células cancerosas humanas (Figueroa-
Gonzélez et al., 2011; Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020).
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Estudios recientes demuestran que existe una amplia relacion entre la estructura
anfipaticade las resinas glicosidicasy su actividad moduladora sobre los sitios cataliticos de
la Gp-P y algunos transportadores ABC. Tal es el caso de la tricolorina A, un tetrasacarido
macrociclico aislado de Ipomoea tricolor que incrementa la susceptibilidad de las células
MCF-7/Vina lavinblastina con un factor de reversién de 270 (RFmcr-7/vin+ = Clsg vinblastina/
Clso vinblastina en la presencia del glicolipido de prueba); reserpina RFmcr7vin+ = 19)
(Figueroa-Gonzalez, 2012) cuando se incorporé a una concentracion de 10 uM (Lira-
Ricéardez, 2019). Un estudio de acoplamiento molecular se utiliz6 para definir los sitios de
enlace de la tricolorina A con modelos homélogos de la Gp-P humana, encontrandose una
alta afinidad por el dominio 2 citosolico de enlace a los nucleétidos (Es = —6.5 kcal/mol; Ki
17.5 uM) (Lira-Ricardez, et al., 2019). Se han aislado también de D. repens, M. hederaceay
de I. muricata un buen numero de resinas glicosidicas con efecto modulador sobre la MDR,
las cuales incrementaron significativamente la citotoxicidad de la vincristinaen un factor de
1.03-407.1 a una concentracion de 25uM (Song, et al., 2015; Wang, et al., 2018, 2014).
Adicionalmente, algunas estructuras no macrolacténicas, tales como la calonictinaJ y la
merremina F, también mostraron un efecto modulador, lo cual indica que la estructura
macrociclicade las resinas glicosidicas no es esencial para el efecto modulador sobre laMDR
(Yu, etal., 2011; Wang, et al., 2014).

En la Facultad de Quimica (UNAM), el equipo de trabajo del Dr. Pereda ha evaluado
el efecto modulador de un gran niumero de resinas glicosidicas inéditas. Como resultado de
estos estudios han surgido un gran nimero estructuras con importante efecto modulador de
la susceptibilidada la vinblastinade 1 a >1500 veces a las concentracionesde 1 a 25 pg/mL
(Figueroa-Gonzalez, 2012). Asi, la murucoidina V, la purgina Il, el jalapinésido A y el
albindsido Il resultaron potentes agentes de reversion en ensayos in vitro. La disminucion
en la expresiéon de la G mediada por la murucoidina V y la purgina Il se detecté por
inmunofluorescenciay medida por citometria de flujo después de incubar los compuestos de
prueba con un anticuerpo monoclonal anti Gp-P (Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020).
El desarrollo de las resinas glicosidicas como potentes inhibidores de la P-gp con una baja
citotoxicidad, es una alternativa para superar la interferencia indeseable de esta familia de
Gp-P presente en las células de mamiferos y que se expresa en las células malignas bajo

exposicion a las quimioterapias.
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3. JUSTIFICACION

Las resinas glicosidicas de la familia de las convolvulaceas representan una fuente
potencial para la basqueda de nuevas sustancias quimicas con posible aplicacion terapéutica
y agroquimica debido a su amplia gama de actividades bioldgicas, tal es el caso de sus
propiedades purgantes, fotoinhibidoras, citotoxicas, antimicrobianas y sobre todo la actividad
moduladora sobre la MDR causante del decremento en la efectividad de la mayoria de los
tratamientos contra el cancer. El aislamiento y la purificacion, asi como la elucidacion
estructural de las resinas glicosidicas, ha representado un reto para los investigadores del area
fitoquimica debido a su complejidad estructural y propiedades anfifilicas que dificultan su
purificacién mediante técnicas cromatograficas convencionales. En este contexto, resulta Gtil
el desarrollo de nuevos métodos analiticos que permitan una alta eficiencia para el
aislamiento, la purificacion y la elucidacion estructural de estos compuestos que podran ser
utilizados como marcadores quimicos y permitan la diferenciacion entre las especies que
conforman los complejos etnoboténicos de estas plantas medicinales. S6lo de esta manera se
podra validar su uso etnomédico, adjudicando sus propiedades terapéuticas a los metabolitos
perfectamente caracterizados y, de esta forma, autentificar el contenido quimico que se

comercialice en cada muestra.

4. HIPOTESIS

Los extractos preparados a partir de las muestras comerciales presentan un alto y
complejo contenido de resinas glicosidicas biodindmicas cuyo aislamientoy purificacion se
llevara a cabo mediante técnicas analiticas avanzadas. La obtencion de las moléculas puras
permitiré caracterizarlas mediante su informacidn espectroscépica (EM y RMN) y asi poder
relacionar su estructura molecular con sus actividades sinérgicas con agentes
quimioterapéuticos de uso clinico en tratamientos antineoplasicos sobre células resistentes

de cancer humano.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Establecer un método analitico en HPLC a escala semipreparativa para la optima
resolucion de los compuestos mayoritarios del extracto diclorometéanico obtenido a partir de
las raices trituradas de una muestra comercial obtenida bajo del nombre “batata de purga en
polvo” y en el extracto obtenido con una mezcla de CH2Cl,-MeOH (1:1) de las raices
pulverizadas de la jalapa brasilefia para la obtencion de mezclas de menor complejidad que

permitan la purificacion y caracterizacion estructural de resinas glicosidicas inéditas.

5.2 Objetivos especificos

1. Elucidacion estructural:

La elucidacion estructural se realizard mediante la resonancia magnetica nuclear. Se
realizarael andlisis de las resinas glicosidicas purificadas mediante HPLC utilizando laRMN
'Hy 3Cen 1D y 2D para establecer la estructuramolecular de cada uno de los compuestos

purificados.

2. Evaluacion del potencial sinérgico:

Se evaluard el efecto sinérgico de los compuestos de prueba utilizando
concentraciones subinhibitorias (ICsp < 10 pg/mL) en combinacion con vinblastina
utilizando células MCF-7/Vin y mediante el empleo del protocolo descrito para la actividad

citotoxica
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
6.1 Preparacion del extracto organico-

Los extractos de las muestras etiquetadas como Jalapa 2000 (muestra comercial de
jalapa pulverizada, Figura 10C), quilombos y rurdpolis se obtuvieron a partir de la
maceracion de la droga cruda usando mezclas de disolventes CH,Cl,-MeOH (1:1). El
extracto se sometio a un fraccionamiento primario haciendo uso de una columna de vidrio
empacada con silice 60. Este procedimiento se monitored con CCF obteniéndose diferentes
fracciones menos complejas y ricas en resinas glicosidicas.

Las raices de jalapa (muestra etiquetada como batata de purga) se adquirieron ya
pulverizadas (Figura 26) en pequefias bolsas de aproximadamente 200 g cada una. Se pesaron
un total de 900 g, los cuéles fueron sometidos a varios procesos de maceracidn exhaustiva
haciendo uso de los disolventes n-CgHi4, CH2Cl2, MeOH en un gradiente de polaridad

creciente. Cada extracto se llevo a sequedad en una bomba de vacio para su posterior analisis.

6.2 Métodos cromatograficos

El fraccionamiento primario del extracto organico se realizé6 mediante CCA. Para
ello, se empled una columna de vidrio de 60 cm de largo por 15 cm de didmetro, empacada
con gel silice 60, de tamafio de particula de 0.063-0.200 mm, (Merck). Como fase movil se
emplearon los disolventes: n-CsHi4, diclorometano, acetona, metanol, y mezclas
proporcionales entre estos de mayor polaridad. Con el fin de identificar las fracciones que
contenian los compuestos de interés, éstas se analizaron a través CCF, usando cromatoplacas
metalicas recubiertas con gel silice F2s4 (Merck) y un sistemade elucion que consistio en una
mezcla de acetona-metanol (9:1). Como agente cromogeno se utiliz6 sulfato cérico en acido
sulfarico y se calentaron a 80 °C para el desarrollo de coloracién.

Se emple6 HPLC con la intencion de purificar los compuestos de interés identificados
en las fracciones. El equipo que se empled, tanto para generar los perfiles como para separar
y purificar los compuestos, consta de un sistemade liberacion de disolventes 600 E (Waters)
con una valvula para la recirculacion y un detector de indice de refraccion modelo 410
integrado a un equipo de computo (OptiPlex 466, Dell) para el control del equipo y el
procesamiento de la informacion cromatografica através del software Empower 2 (Waters).
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6.3 Material vegetal

El Cuadro 3 resume las muestras comerciales y las colectas en el campo que se

analizaron en el presente proyecto:
Cuadro 3. Muestras analizadas

Muestra Nombre de la muestra Descripcion
1 Jalapa 2000 Muestra adquirida
2 Quilombos Muestra colectada en el campo
3 Ruropolis Muestra colectada en el campo
4 Batata de purga en polvo (Figura 32) Muestra adquirida

El material vegetal se identificd por la Dra. Suzana Leitdo (Facultad de Farmacia,
Universidad Federal de Rio de Janeiro, Brasil) mediante la comparacion con las
caracteristicas anatomicas macroscopicas para las colectas y microscopicas para los
productos comercializados pulverizados descritas para esta especie (Michelin Carvalhoetal.,
2010).

Figura 32. Muestra comercial de raices pulverizadas de la jalapa brasilefia, batata de purga o jalapa
en polvo. Producto adquirido via internet en el sitio de la tienda de alimentos naturales Mercaddo
Natural, Sdo Paulo, SP, Brasil.

6.4 Fraccionamiento primario de los extractos.
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Con la finalidad de aislar la mayor cantidad de resinas posible y tras haber analizado
cada extracto con herramientas cromatograficas y espectrométricas, se reunieron los
extractos hexanico y diclorometanico para su fraccionamiento, el cual se llevo a cabo
mediante una técnica de CCA, empacandose la columna con 500 g de silice y como fase
mavil se emplearon diversas mezclas de disolventes (Cuadro 5).

Para dar inicié a la elucidén, se empled como fase movil hexano, obteniéndose 5
eluatos de aproximadamente 200 mL cada uno. Posteriormente, se incremento la polaridad
de la fase movil a través de mezclas en diferentes proporciones de CH,Cl,-Me,CO, Me,CO-
MeOH. La técnica de CCF se emple6 en este proceso con el fin de monitorear la elucion de

la columna para, finalmente, reunir los eluatos que presentaron una similitud cromatogréfica.

Cuadro 4. Fases mdviles usadas en los fraccionamientos primarios.

Eluato Disolvente Proporcion
1 Hexano 100
2 CHCl;- Me,CO 4:1
3 CH.Cl; - Me,CO 11
4 Me,CO - CH.Cl, 4:1
5 Me,CO 100
6 Me,CO - MeOH 4:1
7 Me,CO - MeOH 1:1
8 MeOH - Me,CO 4:1
9 MeOH 100

6.5 Purificacion y caracterizacion
6.5.1 Obtencion de los perfiles cromatograficos

Con base en el analisis cualitativo de las fracciones que se obtuvieron del primer
fraccionamiento, se eligieron aquellas donde, de acuerdo con su coloracion al ser reveladas
y su polaridad, se encontraban los compuestos de interés. Para ello se empleo la técnica
HPLC en fase reversa (C-18) a escala analitica con la intencion de encontrar las condiciones

instrumentales que permitieran la 6ptima separacion y purificacion de las resinas. Una vez
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determinadas las condiciones a escala analitica donde los compuestos se definieran mejor,

éstas fueron extrapoladas a escala preparativa con la siguiente ecuacion:

Ly\ (d3
—F (=P)(2P
b =ta (La) <d§>

Donde F, = flujo a nivel preparativo; Fa = flujo a nivel analitico; L, = longitud de la
columna preparativa; La = longitud de la columna analitica; d, = diametro interno de la
columna preparativa; d, = diametro interno de la columna analitica.

La técnica “corte de nucleo” se uséd sobre el cromatograma obtenido con el fin de
obtener mezclas de menor complejidad y, posteriormente, purificar los compuestos

mayoritarios de éstas.

6.5.2 Determinacion de constantes fisicas y propiedades espectroscopicas

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

utilizando como referencia interna la sefial del tetrametilsilano (TMS).

6.6 Evaluacion biolégica

Pruebas de citotoxicidad: Se utilizaron las lineas celulares derivadas de carcinomas
humanos siguientes: colorrectal (HCT-116), cervical (Hela) y de mama (MCF-7). El estudio
se realiz6 de acuerdo con las técnicas implementadas por el Instituto Nacional del Cancer de
los Estados Unidos (Figueroa-Gonzélez, 2012). Estas lineas se cultivaron en medio de suero
bovino fetal a 37 °C bajo atmoésferade CO; al 5% en aire y 100% de humedad relativa. Las
células en fase log de su ciclo de crecimiento se sometieron por triplicado a diferentes
concentraciones de las muestras a evaluar (0.16 a 20 pg/mL) y se incubaron durante 72 h en
las condiciones antes mencionadas. Se usaron microplacas de 96 pozos con capacidad para
1.7 mL con 190 pL de suspension celular (25,000 cel/mL)y 10 pL de la muestradisueltaen

DMSO en diferentes concentraciones (0.02-2.0 pg/mL para los compuestos puros). De la
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misma manera, se prepard un control con suspension celular. Se utilizaron como controles
positivos vinblastina y colchicina. Se determiné la concentracion celular mediante la
cuantificacion de las proteinas totales utilizando el método de tincién con la sulforodamina
B a través de un lector para ELISA a 564 nm. Se calcul6 la ICso de cada compuesto a partir
de una grafica semilogaritmica de la concentracion de la muestra problema («M en contra
del porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular. Los compuestos conuna Clsp <4 ug/mL
se consideraron como activas

Ensayos de modulacién: Los efectos de modulacion se determinaron con el mismo
método que para los ensayos de citotoxicidad. Las lineas MCF-7 sensible y MCF-7/Vin se
sembraron en placas de 96 pozos y fueron tratadas con varias concentraciones de vinblastina
(0.00064 — 10 pg/mL) en presencia o ausencia de glicolipidos aislados y descritos en este
proyecto a 20 y 5 pg/mL por 72 h. La habilidad de los glicolipidos para potenciar la
citotoxicidad de la vinblastina se determind a partir de la obtencion de la Clso. En estos
experimentos se utilizo reserpina (5 pg/mL) como control positivo. El factor de reversion
(FR) como un paradmetro de potencia se calculé dividiendo la Clso de la vinblastina entre la
Clso de la vinblastina en presencia del compuesto de prueba.

Pruebas de sinergismo: Las pruebas de sinergismo se hicieron manteniendo a las
células con el mismo procedimiento descrito para citotoxicidad. EI medio se cambid cada
dos dias afadiendo tripsina (0.25% tripsina-EDTA). Un total de 200 pL de células HeLa
(5000 c/w), células HT-29 (7500 c/w); o células MCF-7/Vin (5000 c/w) fueron depositadas
en placas de 96 placasy se dejaron fijar durante la noche antes del ensayo con los compuestos.
Después de 24 h, el medio de cultivo celular se reemplazé con 200 uL del medio
suplementado conteniendo al compuesto con diferentes concentraciones (30, 25, 20, 15, 10,
5y 1 uM)y alavinblastinaen 0.003 y 0.0001 uM (ambas concentraciones subinhibitorias).
Para la cepa resistente MCF-7/Vin, la vinblastina se probd a 0.4 uM. Las células se
expusieron a este medio durante 48 h, monitoreadas por un ensayo de SRB. Los resultados
se expresan como la concentracion que inhibe el 50% del crecimiento celular después del
periodo de incubacién (Clsp). Los valores fueron estimados a partir de un grafico
semilogaritmico de la concentracion del compuesto (UM) contra el porcentaje inhibicion de

crecimiento.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Preparacion del extracto organico

Jalapa (Mercado 2000): De los 868.5 g de la muestra comercial pulverizada que
fueron sometidos a maceracion exhaustiva, se obtuvieron 48.8 g del extracto seco.
Quilombos: De 600 g de muestra, se obtuvieron 35.6 g de extracto seco. Rurépolis: De 900
g de muestra, se obtuvieron 47.9 g de extracto seco. Batata de purga (Mercadéao Natural): A
partir de 900 g de raiz pulverizada de jalapa, y tras haber reunido los extractos hexanico y
diclorometanico, se obtuvo una muestra de 49 g.
7.2 Fraccionamiento primario del extracto organico

Cada uno los extractos se sometieron a un fraccionamientoen CCA. En el Cuadro 5
se enlistan las fracciones obtenidas tras haber eluido en su totalidad la columna con las fases
moviles previamente descritas en el Cuadro 4 en la seccion de metodologia experimental.

Cuadro 5. Rendimientos del fraccionamiento primario de todas las muestras

Peso (g)

Clave Mercado 2000 Quilombos Rurodpolis | Batata de purga
F1 1.95 1.05 0.8 0.04
F2 3.61 0.88 0.702 1.71
F3 4.13 1.87 2.2 2.18
F4 4.13 0.91 0.42 1.57
F5 5.17 1.66 2.83 0.69
F6 3.56 0.63 0.52 2.67
F7 4.76 0.1 1.61 2.93
F8 1.13 0.34 15.88 3.53
F9 5.11 6.32 7.1
F10 3.8 4.65 7.9
F11 3.62 10.7 10.7
F12 3.51 6.24 2.61
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7.2.1 Raiz de jalapa (Mercado 2000)

El fraccionamiento primario del extracto obtenido a partir de la muestra comercial de
Jalapa Mercado 2000, dio como resultado 8 fracciones de menor complejidad. EI analisis
llevado a cabo mediante CCF (Figura 33), revel0 dos fracciones ricas en resinas glicosidicas

(F3y F4) de acuerdo con su coloracion comparada con la muestra control de la tricolorina A

(Castafieda-Gomez, 2019). Se us6 como fase movil una mezcla de CH,Cl,— CH3OH (1:1).

o
a “

4
~
-

Figura 33. CCF del fraccionamiento primario del extracto organico. Carriles: T = tricolorina
A, control de polaridad; 1-8 = fracciones F1-F8 generadas durante el fraccionamiento.

Para obtener informacion acerca del contenido de resinas glicosidicas presentes en las
fracciones de interés, se obtuvo el espectro de RMN-H! de cada una. En la Figura 34, se
detectaron sefiales tanto alifaticas para los residuos de acidos grasos de las agliconas (0.8-
2.5 ppm), asi como las caracteristicas para los protones oxigenados (3.2 - 4.4 ppm) y las
propias de sefiales anoméricas (4.2 — 5.6 ppm), lo que es un buen indicio de la presencia de
glicolipidos en la F4 y en la F3.

60 58 56 54 52 50 48 44 32 30 28 26 24 22 2 8 1

Figura 34. Espectro de RMN *H en piridina-ds de la fraccion F4.
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7.2.2 Raiz de jalapa (Quilombos)

El fraccionamiento primario del extracto obtenido a partir de la muestra colectadaen
los Quilombos generé 7 fracciones de menor complejidad. El anélisis llevado a cabo
mediante CCF (Figura 35) us6 una fase movil de una mezcla de CH,Cl,-CH3;OH (4:1).
-

B .

Figura 35. CCF del fraccionamiento primario del extracto organico. Carriles: T = tricolorina
A, control de polaridad; 1-7 = fracciones F1-F7 generadas durante el fraccionamiento.

El analisis preliminar del espectro de RMN-H! de las subfracciones elegidas por CCF,
permitié confirmar la presencia de resinas glicosidicas en la mezcla, debido a que en el

espectro se apreciaron sefiales caracteristicas para las moléculas de interés (Figura 36).

22 20 18 16 14 12 1.0 08 0

Figura 36. Espectro de RMN H en piridina-ds de la fraccion F6.
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7.2.3 Raiz de jalapa (Rurodpolis)

El fraccionamiento primario del extracto obtenido a partir de la muestra colectadaen
Ruropdlis dio como resultado 7 fracciones de menor complejidad. El analisis llevado a cabo

mediante CCF (Figura 37) us6 una fase movil de CH,Cl,-CH3;OH (13:7) para analizar las
fracciones mas polares ricas en resinas glicosidicas.

..

ro

Figura 37. CCF del fraccionamiento primario del extracto organico. Carriles: T = tricolorina

A, control de polaridad; 1-7 = fracciones F1-F7 generadas durante el fraccionamiento.

Al igual que en las muestras anteriores, el analisis del espectro de RMN-H! permiti6

elegir las fracciones 9-11 ricas en resinas glicosidicas con base en las sefiales caracteristicas
observadas (Figura 38).
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Figura 38. Espectro de RMN H en piridina-ds de la fraccion F6
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7.2.4 Batata de purga (Mercadiao Natural)

La CCF permitié identificar las fracciones ricas en resinas de acuerdo con la
coloracion observada en la cromatoplaca una vez revelada, obteniéndose asi los espectros de
RMN *H para el anélisis de las sefiales inherentes a la estructura de las moléculas en estudio.
Este analisis llevé a la conclusion que la fraccion 9 tenia un alto contenido de resinas
glicosidicas de acuerdo tanto a la CCF como a las sefiales identificadas en el espectro de
RMN (Figura 39).
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Figura 39. CCF del fraccionamiento primario del extracto organico. Carriles: T = tricolorina

A, control de polaridad; 1-7 = fracciones F1-F7 generadas durante el fraccionamiento.
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Figura 40. Espectro de RMN *H en piridina-ds de la fraccion F9.
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7.3 Obtencion de los perfiles cromatograficos a escala analitica y preparativa

A pesar de que se confirma la presencia de resinas glicosidicas en todas las muestras
de la batata de purga, es decir muestras auténticas (la raiz de jalapa colectadas en los
quilombos y en Ruropolis) y las comerciales (jalapa Mercado 2000 y batata de purga

Mercaddo Natural), sélo se caracterizaron las resinas intactas de las muestras comerciales.

7.3.1 Jalapa (Mercado 2000)

Las condiciones instrumentales analiticas que resultaron éptimas para la resolucion
de la fraccion F4 mediante la obtencién de una maximaresolucién del perfil cromatogréfico,
se extrapolarona nivel preparativo con el fin de aislar los componentes individuales de este
producto comercial. Las condiciones finales fueron: columna Waters Symmetry C-18 (19 x
300 mm, 7 p); fase movil: CHsCN:H.O (17:3); flujo: 8.00 mL/min; detector: indice de
refraccion (sensibilidad 1024); volumen de inyeccion: 500 pL (50 mg/500 pL en metanol).
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Figura 41. Perfil cromatogréafico a escala preparativa de la fraccion F4, donde se muestran
los picos aislados mediante la técnica “corte de nticleo”
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Tras haber realizado 20 inyecciones con un volumen de 500 pL [0.1mg/uL] de la
muestra problema (F4) y después de haber cortado cada uno de los picos como se muestraen
la Figura 22, se lograron obtener once fracciones de una complejidad menor. En el Cuadro
6 se especifican las cantidades obtenidas de cada una de los eluatos colectados.

Cuadro 6 Rendimientos del fraccionamiento de FA4.

Pico tr Cantidad
(min) (mg)
P1 8.4 329.4
P2 10.3 20.4
P3 12.5 16.3
P4 13.2 16.9
P5 14.6 10.7
P6 15.0-19.8 22.6
P7 21.2 17.2
P8 22.5 12.8
P9 26.8 12.1
P10 31.2 12.4
P11 37.6-40.0 20.1

7.3.2 Batata de Purga (Mercadao Natural)

La fraccion F9 se sometid a un analisisen HPLC con la intencidn de obtener un perfil
cromatografico (Figura 42) que permitiera la separacion optima de la mezcla de resinas
glicosidicas. El perfil que mostr6 una mejor resolucion de los picos se obtuvo con las
siguientes condiciones: Columna C-18 Symmetry (19 x 300 mm, 7 W); fase movil:
CH3CN:H20 (17:3); flujo: 8.00 mL/min; detector: indice de refraccion (sensibilidad 1024);
volumen de inyeccion: 500 pL (50 mg/500 pL en metanol). ElI cuadro 6 resume los
rendimientos que se obtuvieron tras agotar totalmente la fraccién nueve (48 ()

correspondiente al extracto dicolorometanico de las raices de jalapa.
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Figura 42 Perfil cromatografico preparativo en fase de la fraccion F9.

Cuadro 7. Rendimiento del fraccionamiento de la fraccién F9

Pico tr Cantidad
(min) (mg)
P1 8.4 112
P2 10.3 41.1
P3 12.5 16.1
P4 13.2 23.5
P5 14.6 47.1
P6 15.0-19.8 27.8
P7 21.2 31.6
P8 22.5 40.1
P9 26.8 35.8
P10 31.2 51.1
P11-12 37.6-40.0 74.2
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7.4 Purificacion de los constituyentes individuales
7.4.1 Resinas glicosidicas de la jalapa (Mercado 2000)

Los constituyentes individuales etiquetados como F4P4 y F4P7 (Moreno-Velasco,
2018) fueron purificados de la jalapa comercial (Mercado 2000) y sus estructuras
caracterizadas como pentasacaridos macrociclos del &cido operculinico A monoesterificados
por los acidos n-decanico (F4P4) o n-dodecanoico (F4P7) (Moreno-Velasco, 2019). Estos
compuestos también se purificaron originalmente de la raiz del camote, |. batatas (Rosas-
Ramirez, 2013) y se reconocen en la literatura fitoquimica bajo los nombres triviales de los
batatindsidos IV (F4P4) y IX (F4P7), su estructura se ilustra en la Figura 43.

Figura 43. Macrolactonas pentasacaridas purificadas de la raiz de jalapa. F4P4, n = 1
(batatinosidos IV); FAP7, n = 2 (batatindsidos 1X).

El compuesto etiquetado como F3P9 se nombré com