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1. Introduccion

En México, se tienen registradas unas cuatro mil especies de plantas medicinales, de las
cuales soélo aproximadamente 250 estan legitimadas desde el punto de Vvista
farmacoldgico y clinico (Estrada Lugo, 2009) y son usadas con propdsitos nutricionales,
medicinales, rituales y econdmicos desde épocas inmemoriales. La efectividad de muchas
de estas plantas medicinales ha resistido la prueba transcultural de franquear la
aceptacion de sociedades con diferentes conceptos etnomédicos y tradiciones. Las plantas
medicinales de Mesoamérica y Europa, asi como aquellas procedentes de fuentes no
occidentales procesadas a través de los primeros contactos europeos, continlan siendo
usadas en el México moderno, tanto en el ambito rural como en las comunidades urbanas
y presentes en todos los niveles socioecondmicos y educativos (Pereda-Miranda, 1995).
Desde el punto de vista econdmico, en el Mercado de Sonora en la Ciudad de México se
venden dia con dia aproximadamente unas 10 toneladas de plantas curativas. Se estima
que la industria herbolaria del D.F. procesa y comercializa unas 2,000 toneladas
mensuales. Si consideramos los demas mercados de todas las capitales, los mercados
regionales, y las empresas naturistas de provincia, se calcula que al menos se
comercializan 3,500 toneladas de plantas medicinales al mes en todo el pais. Ademas,
socioecondmicamente, la herbolaria le da empleo a varios miles de familias campesinas,
rurales y urbanas; aunque por ahora es muy dificil calcular los nimeros exactos, ya que la
mayoria del comercio es informal. (Estrada Lugo, 2009). En efecto, la disponibilidad de
plantas medicinales prehispanicas especificas en los mercados de barrio aun ubicuos, tales
como los llamados tianguis (Nahuatl tianquiztli, mercado), muchos en el mismo sitio
desde siglos antes de la llegada de los espanoles al nuevo mundo, constituye una rica
fuente de informacién etnomédica para la selecciéon efectiva de plantas a ser
documentadas y evaluadas por enfoques cientificos modernos, debido a que la mayoria
de ellas, no han sido estudiadas sistematicamente (Pereda-Miranda, 1995).

La fitofarmacologia moderna y la medicina herbolaria ya no aceptan sin cuestionamientos
el supuesto conocimiento empirico que conlleva el manejo tradicional de hierbas con
propdsitos terapéuticos, pero en vez de eso, se preocupan por establecer una base
cientifica que pueda proporcionar un entendimiento confiable del material herbolario y de
sus componentes activos y efectos terapéuticos. La informacién etnomédica y
farmacoldgica recopilada se aplica para elaborar guias de control de calidad para las
drogas crudas, asi como para el desarrollo de procedimientos analiticos para estandarizar
las dosis de los remedios fitofarmacéuticos, las cuales seran de gran ayuda en programas
de asistencia sanitaria en paises en desarrollo (Fabricant y Farnsworth, 2001). Parte de
estos estudios han permitido distinguir entre fitofarmacos terapéuticos y aquellos
potencialmente peligrosos, para seleccionar sélo aquellos fitomedicamentos que son



seguros y efectivos sin efectos secundarios dafiinos (Bah et al., 1994). Un ejemplo de esta
situacidn son las preparaciones comerciales del té milagro, un complejo de dos plantas
medicinales, Packera candidissima y P. bellidifolia (Asteraceae), que se utilizan desde la
época prehispanica para el tratamiento de problemas del higado (bilis), las ulceras
genitales, las heridas y las llagas de la piel. Analisis cromatograficos (HPLC y CG-MS)
demostraron un alto contenido de alcaloides pirrolizidinicos (0.0005-0.94 %) que alcanza
niveles toxicos de hepatotoxicidad en las diferentes preparaciones comerciales que
incluyen hojas vy flores secas, extractos alcohdlicos, cremas y jarabes (Fragoso-Serrano et
al., 2012)(Figura 1).

Figura 1. Fotografia de Packera candidissima, P. bellidifolia, y sus presentaciones comerciales. A) Plantas de
Packera candidissima en el bosque de Creel, Chihuahua. B) Planta recolectada. C) Plantas de “chucaca” y
“lechuguilla” secas de venta en Mercado la Reforma, Chihuahua. D) Productos “Té Milagro”. E) Hierba
medicinal: hojas y tallos selectos y secos sin raices del “calancapatle”, P. bellidifolia.



Alguna vez considerados informales e ilegales por la comunidad cientifica, los remedios
tradicionales de origen vegetal han ganado aceptacién recientemente a través de su
probada eficacia y se han convertido en un recurso importante en el tercer mundo, la
denominada fitoterapia de uso racional (Bodeker, 2004). Algunos paises como México,
China e India, con una gran tradicién en el uso de plantas medicinales, ahora pueden
ostentar con orgullo la reivindicacién de su conocimiento celosamente preservado y el
cual servird a la ciencia moderna en su acercamiento a la investigacién de nuevas fuentes
de plantas para el aislamiento de productos naturales biodinamicos (Pereda-Miranda y
Bah, 2003; Chung Leung, 2004). Un ejemplo importante del desarrollo de fitofarmacos
basados en la medicina tradicional son los ginkgélidos, trilactonas diterpénicas altamente
oxidadas, que son los principios activos de Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), un arbol nativo
de China que en la actualidad se cultiva en Korea, Francia y los Estados Unidos con fines
medicinales. Los extractos estandarizados de las hojas de esta planta se comercializan
para el tratamiento de las enfermedades vasculares cerebrales y la demencia senil. Ginkgo
se puede combinar con ginseg (Panax ginseng; Araliaceae) para el tratamiento de los
desérdenes geridtricos y cuyos principios bioactivos, denominados como ginsendsidos,
son saponinas triterpénicas con un esqueleto de damarano (Cho, 2012).



2. Antecedentes

2.1 Resinas Glicosidicas de la familia de las convolvulaceas

Las resinas glicosidicas son parte de una extensa familia de metabolitos secundarios
conocidos como glicolipidos (Langenheim, 2003), una clase de complejos metabolitos de
origen mixto, Unicos de la familia Convolvulaceae (Eich, 2008). Estos principios son
responsables de la accidén purgante de las raices de convolvulaceas usadas en la medicina
tradicional desde tiempos precristianos, e.g., Convolvulus scammonia o la escamonea,
registrada por Dioscérides, un médico y botanico de la antigua Grecia, en su obra De
Materia Medica (ca. 50-68 DC) que fue el principal manual de historia natural europea
durante la Edad Media hasta el Renacimiento (Figura 2). Este manuscrito que describe
cerca de 600 hierbas medicinales y remedios naturales conocidos en la antigliedad es el
predecesor de los libros sobre hierbas (libros floristicos) o “herbarios” de uso entre los
siglos XVI y XIX y del Recetario Florentino (1498), considerado la primera farmacopea
(Puerto Sarmiento, 1993).

LALLL)
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Figura 2. Scamonia: oxapovia (Convolvulus scammonia; Juliana Anicia Codex, Viena, Biblioteca Nacional de
Austria, Cod. Med. Gr. |, fol. 331v). En la época medieval, se distribuyd De Materia Medica en latin, griego y
arabe. En el Renacimiento, de 1478 en adelante, fue impreso en lItaliano, aleman, espafol y francés. En
1655, John Goodyer hizo una traduccion al inglés de una version impresa no corregida del griego. Mientras
se reproduce en forma de manuscrito iluminado a través de los siglos, el texto fue suplementado con
frecuencia con comentarios y adiciones menores de fuentes drabes e hindus. Sobreviven varios manuscritos
ilustrados de esta obra. El mas famoso de éstos es el ricamente ilustrado “Viena Dioscérides” producido en
Constantinopla en 512/513 DC.


http://www.microsofttranslator.com/bv.aspx?from=en&to=es&a=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FVienna_Dioscurides

Incluso, aunque las investigaciones fitoquimicas de los constituyentes de estas drogas
fueron iniciadas durante la segunda mitad del siglo diecinueve, la estructura de sus
principios activos permanecié desconocida para la mayoria de estas raices medicinales
(Pereda-Miranda & Bah, 2003). Durante las dos ultimas décadas, la mejor capacidad de
resolucién en las técnicas analiticas para el aislamiento, en conjunto con métodos
espectroscépicos mas poderosos (resonancia magnética nuclear y espectrometria de
masas), ha facilitado la purificacion de cantidades suficientes de estos principios para la
elucidacidon de sus estructuras quimicas (Pereda-Miranda et al., 2010).

2.2 Antecedentes botanicos y descubrimiento

El nombre botdnico Convolvulaceae para esta familia de enredaderas conocidas en
nuestro pais como “campanitas” deriva del latin convolvo, que significa entrelazado, y
describe el patrén de crecimiento de las plantas rastreras que se entrelazan alrededor de
un soporte y que es caracteristico de la mayoria de las especies trepadoras pertenecientes
a esta familia. La caracteristica anatdmica mas notable de esta familia es la presencia de
células secretoras de resinas en los tejidos foliares y florales, asi como en las semillas y el
peridermo de las raices tuberosas. El conocimiento etnofarmacoldgico de plantas que
contienen resinas glicosidicas influenciaron fuertemente las investigaciones fitoquimicas
tempranas y el descubrimiento de estos principios bioactivos. En Mesoamérica, remedios
purgativos, conocidos por los aztecas como “cacamotli tlanoquiloni”, consistian en
diversos tipos de raices tuberosas, que variaban en sus caracteristicas morfoldgicas,
habitat y potencia efectora. Investigaciones etnobotanicas recientes han identificado
estas raices como miembros pertenecientes al género Ipomoea. Los colonizadores
espafioles reconocieron las propiedades medicinales de estas enredaderas herbaceas
perennes con raices de sabor agrio y productoras de resinas con propiedades purgantes
con las especies originarias del mediterraneo oriental y el oriente préximo que fueron
importantes para la medicina galénica europea del siglo XVI (Huguet-Termes, 2001),
(Worth Estes, 2000). Estas raices purgativas mexicanas fueron rapidamente aceptadas
como un remedio suceddneo de la raiz de la escamonea (Convolvulus scammonia) del
viejo mundo (Figura 2) y usada desde tiempos precristianos (Gunther, 1968). El efecto mas
leve de este nuevo farmaco, le gand una rdpida y amplia aceptacién en Europa, tan buena
como ser reconocida como una panacea (Frampton, 1925). La identificacion precisa de
esta raiz es todavia muy disputada, aunque en la actualidad se acepta que corresponde a
I. purga. En reconocimiento a sus beneficios terapéuticos importantes, los colonizadores
le otorgaron el nombre vulgar de “jalapa” a esta especie distintiva (“Jalapa officinal” o



“Rhizoma Jalapa”), porque la encontraron en abundancia en la regidn tropical de Xalapa,
en el estado de Veracruz. El complejo de plantas medicinales conocido como la raiz de
jalapa incluye: “jalapa hembra” u “officinal” (/. purga), “jalapa macho” (I. orizabensis) y
“jalapa de tampico” (/. simulans) (Linares et al., 1994), aunque en la etnobotanica del
neotrdpico y en los ecosistemas de Indomalasia, muchas especies pertenecientes al
género Ipomoea, Merremia y Operculina se emplean también como purgantes y
depurativas (Eich, 2008).

El extracto activo catartico se prepara a partir de las raices, las cuales son ricas en
glicorresinas (10-18% del peso seco), y provoca movimientos peristalticos en el intestino
delgado. Los productos farmacéuticos se comercializan en forma de extractos alcohdlicos
liquidos, la raiz o la resina en polvo se consumen individualmente o en combinacién con
otros ingredientes para modificar su efecto terapéutico (Pereda-Miranda et al., 2006).

En la década de 1980, la aplicacidon de la cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC) permitid, por primera vez, el aislamiento de cuatro constituyentes naturales puros
provenientes de una mezcla de resinas glicosidicas. Fueron llamados colectivamente como
las orizabinas a partir de la escamonea mexicana (/. orizabensis), su supuesta fuente (Noda
et al., 1987). El uso de técnicas instrumentales modernas tal como la resonancia
magnética nuclear de alto campo (NMR >300 MHz) y la espectrometria de masas de alta
resolucién, permitid la caracterizacion de la estructura de los compuestos anteriormente
mencionados como macrolactonas individuales de un acido glicosidico distintivo y, de esta
forma, se replanted de la hipdtesis anteriormente sostenida de una estructura polimérica
para este tipo de compuestos (Mannich & Schuman, 1938)(Figura 3).
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Figura 3. Estructura de las resinas glicosidicas de Ipomoea purga Benth de acuerdo con Mannich y Schuman
(1938).

2.3 Diversidad Estructural
2.3.1 Composicidn quimica

La resinas glicosidicas son glicolipidos derivados de acidos grasos C-14 y C-16
monohidroxi- y dihidroxilados. Su estructura es inusual porgue son metabolitos
anfipaticos ya que contiene una fraccién hidrofébica (acidos grasos, agliconas) asi como
una hidrofilica (azucar o glicona). Esta ultima estd compuesta por un heteropolisacarido
de sdlo unos cuantos residuos (hasta seis), que son de no mds de cuatro monosacaridos
diferentes. Las unidades de azlcar encontradas en estos metabolitos son D-glucosa, y



epimeros de pentosas (L-ramnosa, D-fucuosa, D-quinovosa y D-xilosa) en su forma de
pirandsidos. El enlace O-glicosidico es el Unico tipo que conecta el residuo de
monosacarido entre cada uno y con la aglicona. Los fragmentos L-Rha (1->2)-D-Fuc, L-Rha-
(1->4)-.-Rha y D-Glc-(1->2)-D-Fuc representan subunidades disacdridas altamente
conservadas. La complejidad estructural surge a partir de la posicion para el
establecimiento del enlace glicosidico como (1-2), (1-3), (1>4) y (1-6). Entre los
sustituyentes tipo éster encontrados con mayor frecuencia enlazados al nucleo
oligosacarido estan: las cadenas cortas de los acidos alifaticos, ej., acético (ac.), propidnico
(pa), n-butirico (ba), isobutirico (iba), (2S)-metilbutirico, (—)-(2R,3R)-3-hidroxi-2-
metilbutirico (ac. nilico) y ac. tiglico (tga), arilalquilos como el acido (E)-cinamico y los
acidos grasos saturados con diferente largo de cadena, ej., n-hexanoico o caproico, n-
octanoico o caprilico, n-decanoico o cdprico, n-dodecanoico o ladrico, n-hexadecanoico o
palmitico, n-octadecanoico o estearico y n-eicosanoico o acido araquidico. La mayoria
contiene dacido jalapindlico, acido 11(S)-hidroxihexadecanoico, como la aglicona, la cual
siempre se encuentra formando un anillo de macrolactona que abarca dos o mds unidades
del nucleo oligosacarido. La diversidad quimica de estos oligosacaridos se incrementa aun
mas por la posibilidad de modificar la posicion de ciclizacion de los nucleos
oliglicosacaridos para establecer la correspondiente macrolactona. De hecho, en conjunto,
un gran numero de congéneres de las resinas glicosidicas individuales suceden en cada
especie (Pereda-Miranda et al., 2010).

La presencia de resinas glicosidicas en las especies de convolvuldceas se ha establecido a
través de dos enfoques: el primero fue por medio de un razonamiento etnomédico
asociado con las propiedades laxativas resultado de su alto contenido de resinas
glicosidicas (Pereda-Miranda & Bah, 2003); el segundo fue mediante el aislamiento de las
resinas crudas y la identificacién de sus productos de hidrélisis (Eich, 2008),
principalmente, a través del aislamiento de los acidos glicosidicos producidos bajo la
saponificacion (Pereda-Miranda et al., 2006). Las resinas glicosidicas se dividen en dos
grupos basados en sus solubilidades en éter: la jalapina (resinas solubles) y la convolvulina
(resinas insolubles). El grupo de las jalapinas comparte la estructura comun de una
macrolactona compuesta por un acido glicosidico esterificado. Miembros del grupo de la
convolvulina poseen un peso molecular mayor y son solubles en metanol, lo cual podria
ser resultado de ser oligdmeros de acidos glicosidicos (Mannich & Schumann, 1938).
Debido a la diversidad quimica de estas resinas, se han dividido en grupos basados en el
tamafio de su nucleo oligosacdrido. Hasta la fecha, 53 diferentes acidos glicosidicos han
sido identificados y a un gran nimero de ellos se les ha otorgado un nombre trivial basado
en su fuente de origen, e.g., las tricolorinas y sus acidos glicosidicos denominados como
tricoldricos de I. tricolor (Pereda-Miranda et al., 2010).



2.4 Ipomoea purga

Ipomoea purga es una enredadera de hoja perenne de la familia Convolvulaceae nativa de
México pero que sdlo se distribuye en las pendientes de la Sierra Madre Oriental en el
este del pais, en los estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz (McDonald, 1994). Es una de las
tantas y bien conocidas especies de tubérculos del género Ipomoea del nuevo mundo que
forman el complejo de plantas medicinales conocido como las “raices de jalapa” la cuales
también incluyen I. jalapa, I. orizabensis, I. simulans, | stans, I. batatas, entre otras menos
usadas (Pereda-Miranda et al., 2006). I. purga es la especie representativa (tanto asi que
se le llama “raiz oficial de jalapa”) y ha sido usada en la medicina tradicional como un
catdrtico suave desde los tiempos prehispanicos (Pereda-Miranda et al., 2010).

En México, aparte del uso tradicional como un remedio purgante para expeler gusanos
parasitos, la raiz de jalapa ha sido documentada, desde la época colonial y hasta los siglos
XX y XIX, como un depurativo hidragogo para la evacuacion de liquido, como sudorifico y
diurético (Castafieda-Gémez & Pereda-Miranda, 2011). Una decoccién de las partes
aéreas de esta planta medicinal se recomienda como galactogogo (remedio para
aumentar la produccién de leche). Esta hierba también se emplea en el tratamiento de la
gastritis y la inflamacién abdominal, los desérdenes biliares, la disenteria, la entero-
meningitis, la hidrocefalia y la piel ulcerada. Las partes aéreas, las raices y las semillas
contienen resinas glicosidicas que tienen propiedades antiinflamatorias. Los extractos de
las hojas exhiben actividad antibacterial contra cepas de Staphylococci resistentes a
meticilina (Mitscher & Telikepalli, 1992). También, han demostrado ser moduladores del
fendmeno de la resistencia cruzada a farmacos en células de carcinoma de mama en
humano resistentes a vinblastina ya que se ha comprobado su potencial como inhibidores
de las bombas de extrusion como la glicoproteina-P (Figueroa-Gonzalez, 2012).

2.5 Diversidad estructural de las resinas glicosidicas de la raiz de jalapa (lpomoea purga)

La proporcidon entre resinas glicosidicas solubles en éter (jalapinas) y solubles en alcohol
(convolvulina) permite distinguir entre la auténtica y la falsa raiz de Jalapa; por ejemplo la
raiz oficial de Jalapa (I. purga) contiene la mayor cantidad de resinas glicosidicas solubles
en metanol (15-20% del peso seco), en comparacién con el contenido de la falsa raiz de
jalapa (I. orizabensis) con un contenido del 10-18% de resinas solubles en éter y menos del
1% soluble en alcohol (Pereda-Miranda et al., 2006).

La complejidad estructural de las resinas glicosidicas solubles en alcohol y su solubilidad
en disolvente polares (MeOH y agua) han obstaculizado seriamente el aislamiento
individual de los glicolipidos constitutivos, limitando sus estudios quimicos a la
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caracterizacion de sus productos de degradaciéon (Pereda-Miranda et al., 2006) (Singh &
Stacey, 1973); por ejemplo, la saponificacidon del extracto soluble en metanol contiene los
acidos purgicos A y B como los acidos glicosidicos mayoritarios (Pereda-Miranda et al.,
2006)(Figura 4).
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Figura 4. Estructuras quimicas de los acidos purgicos A y B, monodesmadsidos de los acidos convolvulindlico
(C14) y jalapindlico (Cie) donde la cadena hexasacérida se une en la posicion C-11.

En este contexto, la elucidacién estructural de una resina glicosidica intacta
bisdesmosidica, a partir de la fraccion insoluble en agua del extracto metandlico,
constituye una evidencia de la estructura macrociclica no oligomérica de las resinas
glicosidicas de la familia de las convolvulaceas. La purificacién de este bisdesmdsido
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altamente polar, llamado jalapinésido (Figura 5), fue el resultado de un trabajo muy arduo
empleando la cromatografia de liquidos en fase reversa ya que se purific6 como un
constituyente minoritario del extracto metandlico de la raiz de jalapa (Bautista et al.,,
2015).

Dodeca

OM

Qui'

Figura 5. Estructura quimica del jalapindsido, bidesmdsido del acido ipurdlico (Cis) donde un residuo
monosacdrido se une en la posicion C-3 y el hexasacarido en la posicién C-11.

2.6 Resinas glicosidicas de Ipomoea orizabensis

Ipomoea orizabensis (Pelletan) Ledebour ex Steudel (Figura 6) es parte del complejo de
jalapas purgantes provenientes de la familia de las convolvuldceas (Herndndez-Carlos,
Bye, & Pereda Miranda, 1999). Esta raiz igualmente restringida a las dreas tropicales del
Golfo de México y, conocida con el nombre de “jalapa de orizaba”, se ha usado como un
sustituto o un adulterante para la verdadera jalapa, produciendo un efecto purgante
menos fuerte. Incluso hoy en dia, se le suele conocer como escamonea mexicana, falsa
jalapa o jalapa ligera (Linares et al., 1994). Esta planta medicinal también se ha usado para
el tratamiento de la fiebre abdominal, la disenteria, la epilepsia, la hidrocefalia, las
“manchas” (infeccién cutdnea por espiroquetas), la meningitis y los tumores (Martinez,
1990).
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Figura 6. Flor de Ipomoea orizabensis.

Durante la década de los 80, con la aplicacién de la cromatografia liquida de alta
resolucién (CLAR), se pudo aislar por primera vez cuatro componentes intactos
provenientes de una mezcla de resinas glicosidicas a partir de esta falsa jalapa (Noda et
al., 1987). Todas ellas fueron llamadas orizabinas en referencia al nombre cientifico de su
fuente natural, la escamonoea mexicana (I. orizabensis). Esta técnica de purificacion
demostrd que el extracto crudo de las resinas representa mezclas complejas de isémeros
involucrando un patrén de substitucion diferente para la lactonizacién y la posicién de
esterificacion del nucleo oligosacérido constitutivo.

Como parte de un esfuerzo continuo para identificar diferentes principios bioactivos a
partir del complejo de las jalapas medicinales mexicanas, se han aislado e identificado
varias resinas glicosidicas con una estructura macrociclica derivadas de los acidos grasos
C1a y C16 monohidroxi y dihidroxilados y que se encuentran glicosidicamente unidos a un
nucleo homo o hetero oligosacarido (Hernandez-Carlos et al., 1999). Estos componentes
correspondieron a ésteres macrociclicos individuales y no los supuestos oligdmeros
(Wagner, 1973) de alto peso molecular formados por la condensacion de varios acidos
glicosidicos segun la postulacion de Mannich y Schuman (1938). Con la aplicacion de
nuevas tecnologias para la purificacion como el reciclaje de la muestra, se confirmé que
las resinas crudas representan una mezcla compleja de isémeros involucrando diferentes
patrones de sustituciones para la lactonizacién y la posiciéon de esterificacién en el nucleo
de oligosacérido (Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos, 2002) (Figura 7).

12



H
i . Me.
tga= >c:c/ mba = Et-——% —co  iba= "e>—c0

Me

nla-{-) = \L-——-—c/oo nla-{+) = }C—c{
“eﬂ 2 \:We Me";/ \MeH

Compuesto R1 Rz Rs3 R4

Orizabina V H H mba nla

Orizabina VI H mba nla H

Orizabina VII H nla mba H

Orizabina IX nla H mba tga

Orizabina X H iba nla tga

Orizabina XI H iba (+)-nla  tga

Orizabina XII H nla iba tga

Orizabina XIlI H (+)-nla  iba tga

Orizabina XIV H mba nla tga

Orizabina XV H mba (+)-nla  tga

Orizabina XVI H nla mba tga

Orizabina XVII H (+)-nla mba tga

Orizabina XVIII H mba nla mba

Orizabina XIX H mba (+)-nla mba

Orizabina XX H nla mba mba

Orizabina XXI H (+)-nla mba mba

Figura 7. Principales resinas de Ipomoea orizabensis.



2.7 Perfiles espectroscopicos del contenido de resinas glicosidicas

Las resinas glicosidicas son un grupo de moléculas con propiedades anfipaticas que
dificultan su separacién y purificacion. Una de las dificultades encontradas durante la
purificacion de las moléculas intactas es la presencia de estructuras isoméricas debido a la
presencia de dacidos esterificando diversos sitios del nucleo oligosacarido, asi como
variaciones en la secuencia de glicosidacion de los nucleos oligosacaridos (Pereda-Miranda
& Bah, 2003; Pereda-Miranda et al., 2010). En muchos casos su alto peso molecular y sus
propiedades anfipdaticas han impedido el aislamiento por HPLC de muestras puras en
cantidades suficientes para poder utilizarse como estandares cromatograficos para
evaluar la calidad de algunas muestras comerciales (Pereda-Miranda et al., 2010). Por lo
tanto, no todas las estructuras de estas moléculas son suficientemente distintivas para
permitir una diferenciacidon cromatografica o espectroscépica que distinga una especie de
Ipomoea de otra a través de sus mezclas de resinas glicosidicas. Sin embargo, la
resonancia magnética nuclear (RMN) de carbono (C-13) de los dcidos glicosidicos
(productos de la saponificacion de las resinas) genera datos que pueden utilizarse como
“huellas digitales” para el reconocimiento del patrén oligosacdrido de cada Jalapa. Estas
sefiales anoméricas alrededor de 6 98-110, fuera de la regién de mayor sobreposicién (8
60-80), permiten una estimacion inmediata del niumero de los diferentes residuos
monosacaridos en cada acido glicosidico y se pueden utilizar como sefales estructurales
“reporteras” para cada resina: un tetrasacdarido para I. orizabensis, un pentasacarido para
I. stans y un hexasacdrido para I. purga (Figura 8) (Pereda-Miranda et al., 2006).

U

110 100 ppm

Figura 8. Expansion de la regién entre 90-110 ppm en el espectro de RMN 13C de los extractos saponificados
para la identificaciéon de cada una de las muestras de las raices de jalapa: 1) lpomoea purga (“Rhizoma
Jalapae”); 2) Ipomoea orizabensis (“escamonea mexicana”); 3) Ipomoea stans (“tumbavaqueros”, un
sustituto de la falsa jalapa).
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Hoy en dia, la demanda de la escamonea mexicana y la raiz de jalapa ha decaido debido al
uso de otros laxantes derivados de los frutos de “psyllium” (Plantago ssp.) y las hojas de
“Cassia” (Senna spp.) asi como la introduccién de la raiz de jalapa de Brazil (Operculina
tuberosa) al mercado mundial por industrias herbolarias italianas y alemanas.
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3. Justificacion

Debido a las actividades bioldgicas demostradas por las resinas glicosidicas y a la falta de
estudios quimicos sobre la composicion de las muestras comerciales de los extractos
preparados a partir de las jalapas, es necesario contar con una metodologia experimental
adecuada para lograr la purificacion de los principios activos para posteriormente
caracterizarlos y, de esta manera, contribuir al conocimiento de su diversidad estructural.
Igualmente, las estructuras de los dacidos glicosidicos constitutivos de las mezclas de
resinas glicosidicas son suficientemente distintivas para lograr una diferenciacién
cromatografica (HPLC) o espectroscopica (RMN C-13) que permita distinguir entre las
especies que conforman el complejo de las raices de jalapas purgantes.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo general desarrollar una metodologia adecuada
para el aislamiento, la purificacién y la caracterizacién de los 4acidos glicosidicos
constitutivos de las resinas del extracto metandlico comercial de la Ipomoea orizabensis
también conocida como escamonea mexicana o falsa jalapa, elaborado y distribuido por
los Laboratorios Mixim S.A. de C.V.

4.2 Objetivos particulares

» Utilizar métodos quimicos degradativos para obtener fracciones con diferentes
polaridades para su analisis en HPLC

» Establecer las condiciones analiticas necesarias para obtener cromatogramas
adecuados que permitan la comparacién entre los derivados preparados

» Realizar el escalamiento a nivel preparativo de las fracciones seleccionadas para su
purificacién por HPLC

» Realizar la elucidacién estructural de los derivados purificados por medio de la
aplicacidon de analisis espectrométricos (ESI-MS) y espectroscopicos (RMN)
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5. Parte experimental

5.1 Procedimientos generales

5.1.1 Material vegetal

La muestra analizada consistié en 370.3 g de la resina comercial de la escamonea
adquirida a través de los Laboratorios Mixim S.A. de C.V., fabricantes de extractos
botanicos.

5.1.2 Preparacion de los extractos organicos

El material vegetal seco y pulverizado se sometid a una extraccién con metanol. Una vez
concluido el tiempo de maceracién, se filtré el extracto y se concentré a sequedad a
presién reducida. Asi se obtuvieron dos extractos metandlicos y se almacenaron en dos
frascos con un peso de 370.3 g para la muestra A y 628.4 g para la muestra B. Estos
extractos fueron pulverizados y lavados con agua desionizada, para eliminar los
compuestos mas polares como azucares, proteinas y sales. Se utilizé un sonicador Fisher
Scientific FS1104 para mejorar la eficiencia de los lavados. Se realizaron 3 lavados a la
muestra A: el primero con 250 mL de agua desionizada, el segundo con 300 mLy el ultimo
con 250 mL. La muestra B también se sometié al mismo procedimiento: el primero de 600
mL, el segundo de 450 mL y el ultimo de 800 mL. Después de estos procedimientos, se
repusieron en forma individual en sus frascos de vidrio para volver a pesarlos una vez
Secos.

5.2 Preparacion de los derivados
5.2.1 Hidrdlisis alcalina (saponificacidn)

Se trabajé con la muestra A, se pesdé aproximadamente un gramo (1.113 g) y se
adicionaron 30 mL de una solucion de KOH 5% (1.56 g). La mezcla de reaccién se dejo a
reflujo en un bafo de aceite a 95°C durante tres horas. Se ajusté el pH a 5 con HCI 1N vy,
posteriormente, se extrajo con cloroformo (3 x 30 mL). La fase cloroférmica se deseché.
La fase acuosa se sometid a extracciones con n-butanol (2 x 25 mL) y esta ultima fase se
secd con sulfato de sodio anhidro y se filtr6. Finalmente, se evaporé todo el n-Butanol
presente con la ayuda de una bomba de alto vacio y se obtuvo un rendimiento final en
esta etapa de 0.7118 g.
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5.2.2 Reaccion de alquilacion con diazometano
5.2.2.1 Generacion del reactivo

50 mL de éter en un bafo de hielo, se colocan en un embudo de separacién con 10 mL de
una solucién acuosa de NaOH al 40%. Después, se agregan 0.8 g de nitroso metilurea poco
a poco durante una hora. La fraccién acuosa se separa de la fraccién etérea, la cual se seca
con lentejas de NaOH. La solucion etérea de color verde amarillenta que contiene al
diazometano queda lista.

5.2.3 Reaccion de alquilacién

Se adiciond un exceso de la solucion etérea de diazometano a la mezcla de la hidrdlisis
alcalina, solubilizada en 1 mL de metanol, para llevar a cabo la reaccion de aquilacion. La
adicién del agente aquilante se realizd durante varias horas hasta que cesé el
desprendimiento de N2 en el medio de reaccién y se observé la desaparicion del color
amarillo. Por ultimo, se concentré a sequedad con la ayuda de una bomba de alto vacio.

5.2.4 Reaccion de acetilacion

711.8 mg del compuesto se disolvieron en 13 mL de piridina y 23 mL de anhidrido acético.
La mezcla de reaccion se dejé en agitacién a temperatura ambiente durante 24 hrs.
Posteriormente, se adicionaron 20mL de agua destilada y se dejé en agitacién por 5 min.
Se adicionaron 30 mL de agua y se realizaron 3 extracciones sucesivas, utilizando en cada
una de ellas volumenes de 50 mL de acetato de etilo. La fase orgdnica fue tratada con HCI
0.1IN (2x 100 mL), seguida de un tratamiento alcalino con una solucién saturada de
NaHCOs (50 mL). Por ultimo, la fase organica se lavé con H,0 (2 x 50mL), se secd con
Na2S0s anhidro y se concentrd a presidn reducida. Este compuesto se purificd por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), con un rendimiento final en esta etapa de
0.7264 g.

5.3 Cromatografia liquida de alta resolucion
5.3.1 Instrumentacion

La instrumentacion estuvo conformada por un equipo Walters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division, Milford, MA, USA) equipado con un sistema de distribucién de
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disolvente y un refractometro diferencial Waters 410 integrado a un equipo de cémputo
(DELL/Windows XP Profesional 2002). El control del equipo, los datos de adquisicidn, el
proceso y el manejo de informacidn cromatograficos se realizaron a través del programa
de software Empower 2 Pro. Los tipos de columna utilizadas durante el presente estudio
fueron los siguientes:

» Octadecilsilano (C-18) Columna Symetry C18 (4.6 x 250 mm, 5 um)
» Aminopropilmetilo (NH2) Columna YMC (10 x 150 mm, 5 um)
» Aminopropilmetilo (NH2) Columna pBondapak (7.8 x 300 mm, 10 um)

5.4 Procedimiento de preparacion de la muestra problema
5.4.1 Cromatografia de liquidos a nivel analitico

Se realizaron pruebas a nivel analitico con el fin de obtener un perfil cromatografico de la
muestra bajo las condiciones de trabajo planteadas y descritas en el cuadro 1. De esta
forma, se realizaron numerosos ensayos a nivel analitico para establecer las condiciones
Optimas de separacion de las muestras problema.

5.4.2 Separacion de los acidos glicosidicos alquilados mediante HPLC

En primer lugar, se intenté separar la mezcla del extracto crudo (frasco A) bajo las
condiciones establecidas en el cuadro 1, sin éxito en la separacién. La fraccidn del frasco
A, porcidn insoluble en agua del extracto de MeOH, se saponificd y se metild, depués se
analizé de forma directa a través de HPLC, empleando las fases estacionarias y sistemas de
elucién incluidos en la Cuadro 2. Después la muestra se peracetild y se volvieron a probar
diferentes sistemas de eluciéon (Cuadro 3). Posteriormente, se logré una completa
separacion de los productos de saponificacion acetilados mediante el empleo de la
columna aminopropilmetilo en el sistema CH3CN-H;0, 3:1 (cuadro 4).
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Cuadro 1. Condiciones cromatograficos del extracto crudo (frasco A)

Tipo de Fase movil Flujoy Concentracion | Volumen de Detector
columna Sensibilidad | de la muestra Inyeccion
Octadecilsilano ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 uL IR
(Cag)
3:1
Cis ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 uL 10 puL IR
3:2
Cis ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 uL 10 pL IR
1:1
Cis ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 pL IR
3/7
Cis ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 pL IR
1/3
Cis MeOH/H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 pL IR
3:1
Cis MeOH/H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 pL IR
1:1
Cis MeOH/H,0 0.4 mL/min | 0.5mg/10 L 10 pL IR
1:3
Aminopropil ACN/ H,0 0.4 mL/min | 0.5mg/10 uL 10 pL IR
metilo (NH2)
1:1
NH, ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 uL IR
3/7
NH, MeOH/H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10 pL 10 uL IR
1:1
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Cuadro 2. Condiciones cromatograficos después de la saponificacion (IOEMBNM) y
metilaciéon (IOEMBM).

Tipo de columna Fase movil Flujoy Concentracion | Volumen de Detector
Sensibilidad | de la muestra Inyeccion

Aminopropilmetilo | ACN/ H,O 0.4 mL/min 0.5 mg/10uL 10 pL IR

(NH2)
3:1

NH, ACN/ H,0 0.4 mL/min 0.5 mg/10uL 10 pL IR
30:20

NH; ACN/ H,0 0.8 mL/min 0.5 mg/10uL 10 puL IR
3:1

NH; ACN/ H,0 0.8 mL/min 0.5 mg/10pL 10 pL IR
3:2

NH, ACN/ H,0 0.8 mL/min 0.02 mg/10uL | 50 pL IR
3:1

NH. ACN/ H,0 0.8 mL/min | 0.02 mg/10uL | 50 pL IR
3:2

NH. ACN/ H,0 0.8 mL/min | 0.02 mg/10uL | 50 pL IR
2:3

Cuadro 3. Condiciones cromatograficas después de la saponificacién (IOEMBNM),

metilacion (IOEMBM) y acetilacion (IOEMBFA).

Tipo de columna Fase mavil Flujoy Concentracion | Volumen de Detector
Sensibilidad | de la muestra Inyeccion
Aminopropilmetilo | ACN/ H,O 0.8 mL/min | 0.02 mg/10uL 50 pL IR
(NH,)
3:1
NH; ACN/ H,0 0.8 mL/min 0.02 mg/10uL 50 pL IR
2:3
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Cuadro 4. Condiciones cromatograficas después de tomar muestra nueva y repetir la
saponificacidn, metilacidn y acetilacidon. Primeros cortes.

Tipo de columna Fase movil Flujoy Concentracion | Volumen de | Detector
Sensibilidad | de la muestra Inyeccion
Aminopropilmetilo ACN/ H,0 0.8 mL/min 0.5mg/10 uL 10 puL IR
(NH) analitico
3:1
(NHy) preparativo ACN/ H,0 1.4 mL/min 0.5 mg/10uL 200 pL IR
3:1

5.4.3 Cromatografia de liquidos a nivel preparativo

Una vez encontradas las condiciones a nivel analitico para la resolucién de la muestra
problema, se procedid a extrapolar las condiciones analiticas a un nivel preparativo para
lograr el aislamiento y la purificacién de los constituyentes individuales presentes en la
muestra. Este escalamiento se efectué mediante la siguiente ecuacién.

Flujo nivel preparativo (Fp)

Fp = Fa(Lp/La)(dp?/)da?)

Fp = Flujo a nivel Preparativo (mL/min)

Fa = Flujo a nivel analitico (mL/min)

Lp = Longitud de la columna preparativa (mm)

La = Longitud de la columna analitica (mm)

dp = diametro interno de la columna preparativa (mm)
da = diametro interno de la columna analitica (mm)

Las condiciones para el aislamiento y la purificacion de cada uno de los constituyentes
presentes en la mezcla a nivel preparativo fueron los siguientes: columna
aminopropilmetilo (NHz), Columna YMC (10 pm x 150 mm, 5 um); fase movil, CH;CN-H,0
(75/25); flujo 1.4 mL/min; detector, indice de refraccion (sensibilidad 512 RIU);
concentraciéon de la muestra: 1 mg/10 pL, volimenes de inyeccién, 200 pL.
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5.4.4 Purificacion

Para lograr la purificaciéon de los compuestos, se realizaron varias inyecciones a nivel
preparativo, sélo que en esta ocasion se utilizo la técnica de corte de nucleo de la muestra
para lograr una maxima separacion y pureza. Se inyectaron 20 mg en volimenes de 200
pL de la mezcla en una columna amino (YMC, 10um x 150 mm, 5 um). La fase movil
utilizada fue una mezcla binaria de CH3CN-H,0 (3:1), a un flujo de 1.4 mL/min (cuadro 5).
Estas condiciones permitieron la resolucidon de 726.4 mg de la muestra problema en cinco
diferentes eluatos. Se determind el punto de fusion en un aparato Fisher-Johns.

Cuadro 5. Se presentan las condiciones cromatograficas después de tomar muestra nueva
y repetir la saponificacion y acetilacion (IOEMBFNMA).

Tipo de columna Fase movil Flujoy Concentraciéon | Volumen de Detector
Sensibilidad | de la muestra Inyeccion
Aminopropilmetilo | ACN/ H,0 1.4 mL/min 0.5 mg/10uL 200 pL IR
(NH,)
3:21

5.5 Determinacion de los espectros de RMN y EM.

Los espectros de RMN *H y 13C se generaron en los equipos Varian, modelos VNMRS y MR,
operando a una frecuencia de 400 MHz en 'H y 100 MHz en 3C. Se utiliz6 piridina
deuterada (CsDsN) y los desplazamientos quimicos (0) se expresaron en partes por millon
(ppm) utilizando como referencia interna la sefial del tetrametilsilano (TMS). Los espectros
de masas se registraron en un aparato SQD2 Waters acoplado a un UPLC mediante el
método de ionizacion por electroespray (ESI-MS ) en modo positivo.

5.6 Segunda Hidrdlisis alcalina (22 Saponificacidn)

A 20.8 mg de la muestra 5 (IOEMBFNMA-5), se adicionaron 3 mL de una solucién de KOH
5% (0.1257 g) y la mezcla de reaccidn se dejo a reflujo en un bafo de aceite a 95°C
durante tres horas. Se ajustd el pH a 5 con HClI 1N. Posteriormente, se extrajo con
cloroformo (3 x 3 mL). La fase cloroférmica se desechd. La fase acuosa se sometid a
extracciones con n-butanol (3 x 3 mL) y se secd con sulfato de sodio. Finalmente, el
producto de reaccion se evapord a sequedad con la ayuda de una bomba de alto vacio y
generd un rendimiento final en esta etapa de 18.3 mg.
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6. Resultados y Discusion.

6.1 Anadlisis del extracto metandlico mediante HPLC

Debido a la gran similitud estructural de los glicolipidos constitutivos de las resinas de la
familia Convolvulaceae, se presentan serias dificultades para su purificacion mediante el
uso de técnicas cromatograficas convencionales como la cromatografia en columna
abierta sobre gel de silice o el empleo de sephadex. Asi, es necesaria, la aplicacién de la
cromatografia de liquidos (HPLC) a nivel preparativo para lograr la separacién y la
purificaciéon de estos compuestos (Bah & Pereda-Miranda, 1997; Pereda-Miranda et al.,
2010). Esta técnica analitica también representa la herramienta de eleccion para la
purificaciéon de los acidos glicosidicos generados durante los procesos de saponificacion
(Pereda-Miranda et al., 2006). En la literatura, se ha descrito la separacidon de acidos
glicosidicos empleando una columna empacada con gel de silice enlazada con
aminopropilmetilsilicio y un sistema de elucién que consiste de CH3CN-H,O en una
proporciéon de aproximadamente 4:1 (Pereda-Miranda & Hernandez-Carlos, 2002).

Se realizaron pruebas preliminares a nivel analitico con la muestra cruda (IOEMR) de
acuerdo con el cuadro 1 pero sin resultados satisfactorios; por lo que se procedid a la
saponificacién de una muestra de 1.0651g del frasco A y con un rendimiento de 0.4375 g
(clave de esta muestra: IOEMBNM), de acuerdo a las condiciones descritas en el inciso
5.2.1. Para efectuar la separacidn de los constituyentes presentes en las fracciones
primarias, un sistema cromatografico con un detector de indice de refraccién fue
necesario ya que los acidos glicosidicos resultantes no cuentan con un grupo cromoéforo
importante que facilite su monitoreo mediante el empleo de su absorcion en el
ultravioleta. Se utiliz6 la columna analitica de fase reversa enlazada con
aminopropilmetilsilicio (Bondapak-NH;) bajo las condiciones enumeradas en la seccion
5.4.2 (Cuadro 2) ya que el uso de estas columnas se describié para la purificacidon de
productos naturales anfipaticos similares (Bah & Pereda-Miranda, 1997; Bautista et al.,
2015).

Con la finalidad de disminuir la polaridad de la muestra IOEMBNM, se realizo la metilacion
de 0.1005g de la muestra IOEMBNM antes de ser analizada por HPLC, de acuerdo con los
procedimientos descritos en la seccidon 5.2.3 con un rendimiento final de 75 mg y con la
clave asignada de IOEMBM. Posteriormente, se procedié a realizar nuevos ensayos
cromatograficos analiticos y los resultados no fueron completamente satisfactorios debido
a que no se lograron encontrar las condiciones instrumentales que permitieran una
resolucién adecuada. Por este motivo, se dispuso la preparacién del derivado peracetilado
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de toda la muestra restante, de acuerdo al procedimiento descrito en la seccidn 5.2.4. Al
final, se obtuvo un rendimiento de 0.059 g y se decidié inyectar al producto de reaccién en
el HPLC de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente en el cuadro 3 en la seccidon
de Parte Experimental. Estas condiciones proporcionaron un resultado satisfactorio; sin
embargo, la cantidad de muestra era insuficiente para permitir la purificacion de los
compuestos constitutivos de la mezcla de reaccidn en cantidades suficientes para su
posterior caracterizacion espectroscopica mediante resonancia magnética nuclear. Se
decidio reiniciar la secuencia de reacciones quimicas antes descritas pero, en esta ocasion,
utilizando 1.1131g de la muestra A. En este escalamiento de la reaccién se decidié omitir
la alquilacion y al final se obtuvo un rendimiento de 0.7264g. Con este nuevo material se
probaron las condiciones reportadas en el cuadro 4 a nivel analitico, el cromatograma
resultante se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Cromatograma a nivel analitico.

6.2 Fraccionamiento de la Fraccion primaria V

Una vez que se encontraron las condiciones instrumentales a nivel analitico apropiadas
para la separacién (seccion 5.4.2), se procedid a realizar el escalamiento a nivel
preparativo para aislar y purificar algunos de los constituyentes individuales presentes en
dichas fracciones. Se resolvid la siguiente ecuacidn para conocer el flujo de elucién a nivel
preparativo (Fp): Fp= Fa(Lp/La)(dp?/)da?)

Donde Fa =0.8 mL/min; Lp = 150 mm; La =300 mm; dp = 7.8 mm; da = 3.9 mm

150mm  (10mm)?
300 mm (3.9 mm)?

Fp = (0.8 mL/min) *
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_ . * * &
Fp = (0.8 mL/min)* (1/2) 15.21

Fp =2.6 mL/min

Si bien, la ecuacion indicé un flujo de 2.6 mL/min para mantener la resolucién de la
muestra problema (concentracidon de la muestra: 20 mg/200 uL); éste incrementaria la
presion del sistema cromatografico y podria ocasionar dafio en la celda del detector por lo
que se decidié disminuirlo hasta 1.4 mL/min. La figura 10 muestra el perfil cromatografico
en las fracciones |-V a nivel preparativo después de haber realizado el escalamiento y
tomando en cuenta que hubo una disminucién del flujo que ocasiond que los tiempos de
retencion aumentaran, es decir se observé un corrimiento de los picos a la derecha del
cromatograma. En las condiciones analiticas (Figura 9), la corrida terminé al minuto 25, en
tanto que en el analisis preparativo, el ultimo pico termind de eluir hasta el minuto 43
(Figura 10). Las condiciones instrumentales utilizadas para la generacion del
cromatograma de la Figura 10 se describieron anteriormente en la seccién 5.4.4.

Figura 10. Cromatograma a nivel preparativo. Se indican con nimeros cada uno de los 5 picos que
Corresponden a los eluatos colectados.

Una vez realizado el corte de nucleo para cada uno de los picos eluidos, las cantidades que
se obtuvieron se enumeran en el cuadro 6. Para cada una de estas muestras, se registro el
punto de fusion. Posteriormente, se registrd el espectro de RMN H! para comprobar su
purezay, de esta manera, se selecciond el compuesto mas puro y abundante, que en este
caso fue IODEMBFNMAS para continuar con la elucidacién de su estructura quimica. Para
esto, se tomaron 20.8 mg y se sometieron a una segunda saponificacidn, de acuerdo con
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lo descrito en la seccidon 5.6 de la Parte Experimental. El objetivo de esta segunda
saponificacion fue la generacién del nucleo glicosidico mediante la remocién de los
acetatos ya que la mezcla de acidos glicosidicos constitutivos no puede resolverse debido
a su polaridad extrema. Al final, se obtuvo un rendimiento de 18.3 mg de la muestra
IOEMBFNMAS saponificada. La cual se dividié en dos porciones para el registro de los
espectros de masas (6.2 mg) y RMN (11.7 mg). Se metilaron los eluatos 2 y 3 en forma
individual para realizar su caracterizacién estructural mediante la comparacion de sus
constantes fisicas, espectrométricas y espectroscopicas con los datos descritos en la
literatura (Pereda-Miranda et al., 2006).

Cuadro 6. Rendimiento y puntos de fusidn

Numero de clave de la Cantidad (g) Punto de Fusion
eluato muestra

1 IOEMBFNMA1 0.0096 120-122 C

2 IOEMBFNMA?2 0.1061 114-116 C

3 IOEMBFNMA3 0.0521 113-116 C

4 IOEMBFNMA4 0.1797 92-95 C

5 IOEMBFNMAS 0.1780 89-90 C

6.3 Caracterizacion de los acido glicosidicos

La caracterizacion estructural de los acidos glicosidicos se realizd mediante el empleo de
las técnicas espectroscépicas unidimensionales (RMN *H y 13C) y bidimensionales (RMN
HSQC, COSY, TOCSY y HMBC). La asignacion de sefiales de RMN *H y '3C (cuadro 8) de los
acidos glicosidicos individuales se ejecuté empleando los espectros unidimensionales de
'H y 13C. (Figuras 10 y 11) y bidimensionales: homonucleares (COSY y TOCSY) vy
heteronucleares (HSQC). Los picos 1 y 2 se caracterizacién como los acidos purgicos Ay B
mediante la comparacion de las constantes fisicas y propiedades espectrocépicas (RMN)
para sus derivados metilados peracetilados (Pereda-Miranda et al., 2006). La figura 11
ilustra los espectros de RMN H para los derivados de los picos 2 y 3.

Caracterizacion del éster metilico peracetilado del acido purgico A: pf. 98—100 °C; [o]o =50 (c 1.0,
CHCls); FABMS negativo m/z 1795 [M — H]; RMN *H (CsDsN, 500 MHz)  4.71 (1H, d, J = 7.5 Hz,
Qui-1), 4.22 (1H, dd, J = 9.5, 7.5 Hz, Qui-2), 5.78 (1H, dd, J = 9.5, 9.5 Hz, Qui-3), 5.07 (1H, dd, J = 9.5,
9.5 Hz, Qui-4), 4.13 (1H, dq, J = 9.5, 6.0 Hz, Qui-5), 1.34 (3H, d, J = 6.0 Hz, Qui-6), 5.12 (1H, d, /= 8.0
Hz, Glc-1), 4.22 (1H, dd, J = 9.5, 8.0 Hz, Glc-2), 5.67 (1H, dd, J = 10.0, 9.5 Hz, Glc-3), 5.33 (1H, dd, J =
10.0, 10.0 Hz, Glc-4), 4.09 (1H, ddd, J = 10.0, 5.0, 3.0 Hz, Glc-5); 4.64-4.58 (1H, m, Glc-6a), 4.35-

27



4.26 (1H, m, Glc-6b), 5.45 (1H, d, J = 1.5 Hz, Rha-1), 5.66 (1H, m, Rha-2), 4.60 (1H, dd, J = 9.0, 3.4
Hz, Rha-3), 4.35-4.26 (1H, m, Rha-4), 4.55-4.50 (1H, m, Rha-5), 1.85 (3H, d, J = 6.5 Hz, Rha-6), 5.45
(1H, m, GIc'-1), 4.24 (1H, dd, J = 8.5, 7.5 Hz, GIc'-2), 5.57 (1H, dd, J = 9.0, 8.5 Hz, GIc'-3), 5.29 (1H,
dd, J = 9.0, 9.0 Hz, GIc'-4), 4.35-4.26 (1H, m, GIc'-5), 4.55-4.50 (1H, m, GIc'- 6a), 4.39 (1H, dd, J =
11.7, 2.0 Hz, GIc'-6b), 5.24 (1H, d, J = 8.3 Hz, Qui'-1), 5.50 (1H, dd, J = 9.0, 8.3 Hz, Qui'-2), 5.66 (1H,
dd, J = 10.0, 9.0 Hz, Qui'-3), 5.46 (1H, dd, J = 10.0, 9.5 Hz, Qui'-4), 3.96 (1H, dg, J = 9.5, 6.0 Hz, Qui'-
5), 1.44 (3H, d, J = 6.0 Hz, Qui'-6), 5.59 (1H, d, J = 8.0 Hz, Fuc-1), 5.80 (1H, dd, J = 10.0, 8.0 Hz, Fuc-
2), 5.59 (1H, dd, J = 10.0, 3.0 Hz, Fuc-3), 5.90 (1H, d, J = 3.0 Hz, Fuc-4), 4.35-4.26 (1H, m, Fuc-5),
1.33 (3H, d, J = 7.0 Hz, Fuc-6), 2.34 (2H, t, J = 7.4 Hz, Con-2), 3.65 (1H, m, Con-11), 0.89 (3H, t, J =
7.2 Hz, Con-14), 3.56 (3H, s, OCHs); RMN 3C (125 MHz, CsDsN) & 100.9 (CH, Qui-1), 77.1 (CH, Qui-
2), 75.8 (CH, Qui-3), 74.5 (CH, Qui-4), 69.4 (CH, Qui-5), 18.0 (CHs, Qui-6), 101.3 (CH, Glc-1), 72.7
(CH, Glc-2), 76.2 (CH, Glc-3), 70.0 (CH, Glc-4), 72.4 (CH, Glc-5), 63.4 (CH,, Glc-6), 97.4 (CH, Rha-1),
73.9 (CH, Rha-2), 78.6 (CH, Rha-3), 77.1 (CH, Rha-4), 67.8 (CH, Rha-5), 19.2 (CHs, Rha-6), 102.5 (CH,
Glc'-1), 78.4 (CH, GIc'-2), 75.8 (CH, GIc'-3), 70.0 (CH, Glc'-4), 69.6 (CH, Glc'-5), 62.8 (CH,, Glc'-6),
101.7 (CH, Qui'-1), 72.2 (CH, Qui'-2), 74.0 (CH, Qui'-3), 74.2 (CH, Qui'-4), 71.2 (CH, Qui'-5), 18.2
(CHs, Qui'-6), 101.1 (CH, Fuc-1), 69.6 (CH, Fuc-2), 72.7 (CH, Fuc-3), 71.2 (CH, Fuc-4), 71.7 (CH, Fuc-
5), 16.3 (CHs, Fuc-6), 174.0 (CO, Con-1), 34.3 (CH,, Con-2), 80.8 (CH, Con-11), 14.7 (CHs, Con-14),
51.4 (OCHs).

Caracterizacion del éster metilico peracetilado del acido purgico B: mp 88-90 °C; [a]o -9 (c 0.1,
CHCl3); FABMS negativo m/z 1823 [M — H]~; RMN *H (CsDsN, 500 MHz) & 4.65 (1H, d, J = 7.5 Hz,
Qui-1), 4.14 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz, Qui-2), 5.54 (1H, dd, /= 9.0, 9.0 Hz, Qui-3), 5.02 (1H, dd, /=9.5,
9.5 Hz, Qui-4), 4.01 (1H, dq, /= 9.4, 6.0 Hz, Qui-5), 1.27 (3H, d, / = 6.2 Hz, Qui-6), 5.06 (1H, d, /= 8.0
Hz, Glc-1), 4.14 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz, Glc-2), 5.62 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, Glc-3), 5.28 (1H, dd, J =
9.8, 9.8 Hz, Glc-4), 4.00 (1H, ddd, J = 10.0, 6.0, 3.0 Hz, Glc-5); 4.60-4.55 (1H, m, Glc-6a), 4.25-4.21
(1H, m, Glc-6b), 5.40 (1H, brs, Rha-1), 5.61 (1H, m, Rha-2), 4.60-4.55 (1H, m, Rha-3), 4.30-4.21 (1H,
m, Rha-4), 4.50-4.45 (1H, m, Rha-5), 1.78 (3H, d, J = 6.0 Hz, Rha-6), 5.41-5.40 (1H, m, GIc'-1), 4.17
(1H, dd, J = 8.3, 8.3 Hz, Glc'-2), 5.52 (1H, dd, J = 8.6, 8.6 Hz, GIc'-3), 5.24 (1H, dd, J = 9.5, 9.5 Hz,
Glc'-4), 4.30-4.21 (1H, m, GIc'-5), 4.50-4.45 (1H, m, Glc'-6a), 4.34 (1H, dd, J = 12.0, 2.0 Hz, GIc'-6b),
5.18 (1H, d, J = 8.3 Hz, Qui'-1), 5.48 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, Qui'-2), 5.61 (1H, dd, J = 9.5, 9.5 Hg,
Qui'-3), 5.42 (1H, dd, /= 9.4, 9.4 Hz, Qui'-4), 3.91 (1H, dq, /= 9.5, 6.0 Hz, Qui'-5), 1.38 (3H, d, /= 6.0
Hz, Qui'-6), 5.53 (1H, d, J = 8.0 Hz, Fuc-1), 5.73 (1H, dd, J = 10.0, 8.0 Hz, Fuc-2), 5.54 (1H, dd, J =
10.0, 3.3 Hz, Fuc-3), 5.83 (1H, d, J = 3.3 Hz, Fuc-4), 4.30-4.21 (1H, m, Fuc-5), 1.33 (3H, d, /= 6.0 Hz,
Fuc-6), 2.24 (1H, t, J = 7.4 Hz, Jal-2), 3.62 (1H, m, Jal-11), 0.90 (3H, t, J/ = 7.0 Hz, Jal-16), 3.56 (3H, s,
OCHs3); 3C NMR (125 MHz, CsDsN) 8 100.9 (CH, Qui-1), 76.9 (CH, Qui-2), 76.0 (CH, Qui-3), 74.2 (CH,
Qui-4), 69.2 (CH, Qui-5), 17.7 (CHs, Qui-6), 101.1 (CH, Glc-1), 72.6 (CH, Glc-2), 76.0 (CH, Glc-3), 69.8
(CH, Glc-4), 72.2 (CH, Glc-5), 63.2 (CHs, Glc-6), 97.3 (CH, Rha-1), 73.8(CH, Rha-2), 78.4 (CH, Rha-3),
76.9 (CH, Rha-4), 67.6 (CH, Rha-5), 19.0 (CHs, Rha-6), 102.3 (CH, Glc'-1), 78.2 (CH, Glc'-2), 75.6 (CH,
Glc'-3), 69.8 (CH, Glc'-4), 69.7 (CH, GIc'-5), 62.6 (CHs, Glc'-6), 101.5 (CH, Qui'-1), 72.1 (CH, Qui'-2),
73.7 (CH, Qui'-3), 74.0 (CH, Qui'-4), 71.0 (CH, Qui'-5), 17.9 (CHs, Qui'-6), 101.0 (CH, Fuc-1), 69.4 (CH,
Fuc-2), 72.5 (CH, Fuc-3), 71.0 (CH, Fuc-4), 69.4 (CH, Fuc-5), 16.1 (CHs, Fuc-6), 173.4 (CO, Jal-1), 34.1
(CH,, Jal-2), 81.0 (CH, Jal-11), 14.2 (CHs, Jal-16), 51.2 (OCHs).
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Figura 11. Espectros de RMN H (400 MHz, piridina-ds) para el derivado metilado peracetilado de los acidos
purgico A (trazo superior) y purgico B (trazo inferior).
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6.3.1. Elucidacidn estructural del compuesto con clave IOEMBFNMAS5

El registro de los espectros unidimensionales de 'H (Figura 12) y 3C (Figura 13) fue el
primer paso para obtener una informacidn general acerca de la estructura novedosa para
el acido glicosidico D. Los desplazamientos quimicos alrededor de 98-105 ppm en el
espectro de 3C correspondientes a los carbonos anoméricos (Figura 14c) permitieron
establecer el nimero de unidades monosacaridas presentes en el nucleo del compuesto
IOEMBFNMADS. Esta zona mostro siete seiales anoméricas y, por lo tanto, la presencia de
siete monosacaridos en la muestra. Otras sefiales caracteristicas en el espectro de 3C son
las que aparecen alrededor de 57.7 a 64.7 ppm las cuales corresponden a
hidroximetilenos no sustituidos. En el espectro de la muestra aparecieron dos sefiales en
esta zona, junto con una sefal adicional para un hidroxilo de la aglicona (63.6 ppm). El
Unico azlcar descrito en las hexosas de las convolvuldceas que posee hidroximetilenos es
la glucosa (Eich, 2008), por lo que la muestra IOEMBFNMAS posee dos unidades de este
monosacarido. La sefial presente en la region de 176.6 ppm justifica la presencia del grupo
carbonilo correspondiente al 4cido glicosidico que confirma la aglicona.

El analisis del espectro de RMN-H reveld la presencia de siete sefiales dobles en la zona
de 4.7 a 6.5 ppm correspondientes a los protones anoméricos lo cual confirmd la
presencia de siete unidades monosacaridas en la molécula como se habia propuesto con
base en el nUmero de sefiales observadas para los carbonos anoméricos. Las sefales
dobles presentes en la zona 1.4 a 1.9 ppm son caracteristicas de los grupos metilo de 6-
desoxihexosas en el espectro de RMN-!H de la muestra IOEMBFNMAS se observan cinco
sefiales dobles en la zona, lo que indica que de los siete monosacdridos de la misma, cinco
son metilpentosas. El auxilio de la técnicas espectroscdpicas bidimensionales en la RMN
(COSY) permitié la asignacidon de cada uno de los protones vecinales de las unidades
monosacaridas y, con ello, resolver la zona tan compleja producida por la sobreposicién
de los protones metinos (3.5-6.0 ppm).

Cuadro 7. Desplazamiento quimico (RMN H y 13C) para las sefiales anoméricas y los metilos de las
pentosas.

H 3¢ H-6 (ppm)
4.83d(7.6) 103.7 1.67d(6.2)
5.10d (7.6) 102.5 1.45d (6.0)
5.10d (7.6) 105.2 1.64d (5.4)
5.74 d (7.6) 102.6
5.79d (7.5) 103.2 1.53d(6.3)
6.25d (7.8) 100.9

6.45 br s 100.4 1.95d (6.0)
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Cuadro 8. Asignacion de sefiales de H y **C NMR para el compuesto IOEMBFNMAS

position M & position S &
Qui-1 5.10d (7.6) 102.5 Qui*-1 5.10d (7.6) 105.2
2 4.10-4.04* 80.9 2 4.08-4.01° 774
3 4.63dd (8.4, 8.3) 78.8 3 4.03-3.972 7.7
4 3.53dd (9.0, 8.4) 771 4 3.63dd (9.0, 8.8) 76.9
5 3.73-3.67° 729 5 3.78-3.73 77.2
6 1.45d (6.0) 184 6 1.64d (5.4) 18.8
Gle-1 5.74d (7.6) 102.6 Fuc-1 5.79.d (7.5) 103

2 4.29-4.22°2 78.1 2 4.35-4.242 73.6
3 4.19-4.12° 73.8 3 4.35-4.242 4444
4 4.07-4.012 72.9 4 4.05-3.972 72.8
5 3.81-3.75% 77.1 5 4.20-4.132 71.2
6a 4.43dd (9.1, 3.0) 62.0 6 1.53d (6.3) 17.1
6b 4.36-4.29° Qui"-1 4.83d (7.6) 103.7
Rha-1 6.45 brs 100.4 2 4.05-3.97% 75.8
2 4.82dd (3.0, 1.5)* 71.9 3 4.20-4.132 78.4
3 5.31dd (9.1, 3.0) 78.1 4 3.80-3.722 73.9
4 4.80-4.76° 79.3 5 3.83-3.78° 77.3
5 5.20 dd (9.0, 6.0) 68.0 6 1.67d (6.2) 18.7
6 1.95d (6.0) 19.0 Ipur-1 (aglicona) 176.6
Glc'-1 6.25d (7.8) 100.9 2a 2.55-2.51° 34.8
2 4.07-3.97° 84.9 2b 2.50-2.46°

3 4.54 dd (9.0, 8.6)* 76.8 3 4.30-4.25° 63.6
4 4.08-4.022 72.7 11 391m 78.6
5 4.20-4.13° 78.2 14 0.95t(7.1) 144
6a 4.57-451° 63.1

6b 4.20-4.14°

a0verlaped signal
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Figura 13. Espectro de RMN 13C del acido purgico D.
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El numero de carbonos anoméricos (Figura 14c) establecid la presencia de siete
monosacaridos, debido a que este tipo de carbonos dan una sefial Unica y especifica en el
rango de 98-110 ppm. De esta forma, los desplazamientos quimicos de los carbonos
anoméricos constituyen sefiales diagndsticas de utilidad para el reconocimiento del
patron oligosacdrido y se han utilizado como “huellas digitales” para el reconocimiento del
patrén oligosacarido de cada resina glicosidica (Pereda-Miranda et al., 2006). La figura 5
muestra las resonancias resonancias anoméricas alrededor de 098-110 para el acido
glicosidico en estudio y la correspondiente a los dos acidos glicosidicos previamente
caracterizados a partir de la raiz de jalapa, los acidos purgicos A y B. Esta comparacién
permitié una estimacién inmediata del nimero de los residuos monosacaridos diferentes
en cada 4acido glicosidico y permitié, mediante el cotejo los desplazamientos quimicos
entre los tres acidos, la asignacion de las sefiales para la RMN H1 y C13 del nuevo nucleo
oligosacarido, denominado como acido purgico D.

Ll v L] L] A3
110 105 100
f1 (ppm)

Figura 14. Expansién de las sefiales correspondientes a los carbonos anoméricos del espectro de RMN 3C en
98-105ppm. A) Hexasacarido del acido Purgico A; B) Hexasacarido del acido Purgico B; C)Es un heptasacarido
de la muestra IOEMBFNMAS.
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6.3.2. Espectometria de masas

El andlisis por espectrometria de masas del compuesto IODEMBFNMAS se realizé mediante
el empleo de una técnica de ionizacién suave, porque permite el andlisis de los glicésidos
sin necesidad de generar derivados volatiles (Pereda-Miranda et al.,, 2010). Ademas la
espectrometria de masas, en sus variantes de electroespray (ESI) y por atomos acelerados
(FAB), representa una técnica analitica esencial en la elucidacién estructural de los
glicolipidos de las convolvulaceas y de sus correspondientes acidos glicosidicos ya que
permite la deteccidn de los iones quasimoleculares, tanto en su modalidad de deteccién
de iones positivos, [M + H]* y/o [M + Na/K]*, como negativos [M - H]". Estas especies
cargadas son de utilidad para el establecimiento de la férmula molecular (Pereda-Miranda
et al.,, 2010).

En el espectro ESI-MS se observaron los picos que con mayor frecuencia se generan como
productos de las fragmentaciones que provoca cada uno de los enlaces glicosidicos. Los
resultados de esta técnica espectrométrica revelaron que el peso molecular del acido
glicosidico (IOEMBNMAS) corresponde a 1342 Da [M + H]*. El patrén de fragmentacion
evidencid la pérdida consecutiva de unidades de metilpentosa 1197 [M — 146],
metilpentosa 1051[1197 — 146]*, hexosa 889 [1051 — 162]*, metilpentosa 743 [889 —
146]*, metilpentosa 597 [743 — 146]*, hexosa 435 [597 — 162]*, y metilpentosa 289 [435
— 146]*. Este andlisis confirma las observaciones previas de la presencia de cinco
unidades de metilpentosa y dos unidades de hexosa. La formacién del i6n
correspondiente a la aglicona m/z 289 permitié la identificacién de la aglicona como el
acido hidroxihexadecanoico (Bautista et al., 2015).

Estos resultados se ajustaron a la siguiente formula molecular CsgHi02034, la cual
corresponde al bidesmésido del acido (3S,11S)-dihidroxihexadecanoico conteniendo siete
unidades monosacaridas, cinco de ellas metilpentosas y las dos restantes son hexosas. El
patron de fragmentacidon observado en el espectro de masas establecié que la unidad
monosacarida adicional de metilpentosa se ubicaba en C-3 de la aglicona y el
heterohexasacarido en C-11. Este analisis confimd que la secuencia de glicosilacion para el
oligosacdrido era similar al descrito para los acidos purgicos A y B (Figura 13). Asi, las
evidencias espectrométricas se encuentran en total concordancia con los resultados
espectroscépicos (RMN), mismos que permitieron establecer la secuencia de glicosilacion
que se ilustra en la Figura 15. El espectro de masas generado por electrospray en el modo
positivo para el acido purgico D se ilustra en la Figura 16.
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Figura 15. Patrén de fragmentacion observado para el acido purgico D.
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Figura 16. Espectro de masas (ESI-MS, modo positivo) del acido purgico D.
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Los resultados anteriores permitieron establecer la estructura del acido purgico D
(IOEMBFNMAGS5) como el 11-0-B-D-quinovopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—3)-0-
[B-D-fucopiranosil-(1—4)]-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—2)-O-B-D-
quinovopiranésido del acido 3S,11S-dihidroxihexadecandico (Figura 17). La presencia de
este nucleo oligosacarido, junto con los acido purgicos A y B, permiten concluir que el
material vegetal que utiliza la empresa Mixim S.A. de C.V. para la elaboracion del extracto
comercial de la escamonea no corresponde a la especie Ipomoea orizabensis (escamonea
mexicana o falsa jalapa) ya que los nucleos glicosidicos de esta especie deberian
corresponder a tetrasacéridos (Pereda-Miranda et al., 2006). Asi, el empleo de la RMN 13C
de los dacidos glicosidicos, es decir los productos de la saponificacion de las resinas
glicosidicas totales, generd los perfiles caracteristicos que se utilizaron como “huellas
digitales” para el reconocimiento del patrén hexasacarido para la porcién oligomérica de
los acidos glicosidicos constitutivos de la auténtica raiz de jalapa (lpomoea purga).

OH

HO e Ol

H O//, ", HO

"

o\

" Q o

HO

Figura 17. Estructura del acido purgico D, un nuevo acido glicosidico presente en la muestra comercial del extracto
metandlico de la escamonea.
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7. Conclusiones

1.- El extracto metandlico (convolvulina) de la mezcla de resinas glicosidicas
comercializado como la escamonea por los Laboratorios Mixim S.A. de C.V. reveld la
presencia de una mezcla compleja de los glicolipidos responsables de su actividad
purgante.

2.- Se logro el aislamiento de un nuevo 4acido glicosidico constitutivo, el acido purgico D,
que corresponde a uno de los nucleos oligosacdridos minoritarios de esta mezcla
mediante el empleo de métodos quimicos degradativos y la aplicacion de técnicas
cromatograficas de alta resoluciéon (HPLC). Este analisis por cromatografia de liquidos fue
el Unico camino posible para obtener una maxima pureza del compuesto de interés. El
mejor soporte cromatografico para el procedimiento de purificacion de los acidos
glicosidicos fue una columna de fase reversa NH,, es decir, un soporte de gel silice
desactivado con grupos aminopropilmetilsilano.

3.- La estructura del acido glicosidico minoritario (IOEMBFNMAS) corresponde al 11-O-3-
D-quinovopiranosil-(1—2)-0-B-b-glucopiranosil-(1—3)-0-[B-D-fucopiranosil-(1—4)]-0-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—2)-O-B-d-quinovopirandsido  del  dacido
3S,115-dihidroxihexadecanoico (acido ipurdlico). Este acido es poco caracteristico en las
resinas glicososidicas ya que la mayoria contiene como aglicona al acido jalapindlico, acido
11(S)-hidroxihexadecanoico.

4.- La presencia de este nucleo oligosacarido, junto con los acido purgicos A y B, permiten
concluir que el material vegetal que utiliza la empresa Mixim S.A. de C.V. para la
elaboracion del extracto comercial de la escamonea no corresponde a la especie Ipomoea
orizabensis (escamonea mexicana o falsa jalapa) ya que los nucleos glicosidicos de esta
especie deberian corresponder a los tetrasacaridos de los acidos escamdnicos y orizabicos.
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