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Resumen

Titulo: Purificacién mediante HPLC, caracterizacion estructural y evaluacion bioldgica de
resinas glicosidicas de Operculina hamiltonii (Batata de Purga)

Autor: Juan Sebastian Carillo Rojas

Palabras Clave: Plantas medicinales, Resinas glicosidicas, Convolvulaceae, Purificacion,
Actividad bioldgica.

La investigacion se enfoca en el estudio de las plantas medicinales, sus compuestos y su
relevancia en la oncologia. Estos compuestos, como las resinas glicosidicas presentes en plantas
de la familia Convolvulaceae, poseen propiedades curativas y pueden ser valiosos en la industria
farmacéutica. Se han identificado mas de 350 resinas glicosidicas con diversas actividades
bioldgicas.

La familia Convolvulaceae, a la que pertenecen estas plantas, se caracteriza por su
diversidad y crecimiento trepador. Sus flores tienen una corola tubulosa y sus frutos se desarrollan
en capsulas. Por ello, este estudio contribuye al conocimiento de las propiedades medicinales de
estas plantas y su potencial en la lucha contra el cancer.

El estudio se lleva a cabo mediante la caracterizacion de los productos obtenidos de la raiz
de jalapa brasilefia, Operculina hamiltonii, que contiene estas resinas glicosidicas. Esto se logra a
través de la identificacion de los compuestos mayoritarios, la optimizacién del método de
purificacion mediante HPLC, la determinacién de su purezay el analisis de su estructura quimica.
Ademas, se evalUa la actividad bioldgica de estos productos en lineas celulares de cancer de mama.
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ABSTRACT

Title: HPLC purification, structural characterization and biological evaluation of
glycosidic resins from Operculina hamiltonii (Purge Sweet Potato).

Author: Juan Sebastian Carillo Rojas

Keywords: Medicinal plants, Glycosidic resins, Convolvulaceae, Purification, Biological
activity.

The research focuses on the study of medicinal plants, their compounds and their
relevance in oncology. These compounds, such as glycosidic resins present in plants of the
Convolvulaceae family, possess curative properties and may be valuable in the pharmaceutical
industry. More than 350 glycosidic resins with diverse biological activities have been identified.

The family Convolvulaceae, to which these plants belong, is characterized by its diversity
and climbing growth. Their flowers have a tubular corolla and their fruits develop in capsules.
Therefore, this study contributes to the knowledge of the medicinal properties of these plants and
their potential in the fight against cancer.

The study is carried out by characterizing the products obtained from the Brazilian jalap
root, Operculina hamiltonii, which contains these glycosidic resins. This is achieved through the
identification of the majority compounds, the optimization of the purification method by HPLC,
the determination of their purity and the analysis of their chemical structure. In addition, the
biological activity of these products is evaluated in breast cancer cell lines.
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1. Introduccién

La utilidad de las plantas medicinales para el tratamiento de diversos padecimientos es un
hecho bien conocido desde siempre por todas las sociedades (Hardy, 2021). La Organizacién
Mundial de la Salud define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que contenga
sustancias que puedan ser utilizadas con fines terapéuticos y cuyos principios activos puedan servir

de precursores para la sintesis de nuevos farmacos (Loraine & Mendoza-Espinosa, 2010).

Actualmente, las plantas medicinales han ganado aceptacion como una opcion
complementaria en el campo de la oncologia. Cada afio se aislan de plantas varios compuestos
citotoxicos que forman parte de las terapias para combatir el cancer. La comunidad cientifica
pone especial atencién en la investigacion de moléculas naturales, que pueden ser de utilidad
para la industria farmacéutica. En el mundo existe una gran variedad de compuestos naturales
con propiedades curativas que se obtienen de plantas, animales y microorganismos; por ejemplo,
los alcaloides analgésicos opiaceos como la morfina o el agente antitumoral paclitaxel (Dehelean

etal., 2021).

Los compuestos naturales con importancia medicinal presentan estructuras unicas y
diferentes blancos moleculares especificos. En algunos casos su toxicidad y efectos secundarios
son bajos, lo que los hace perfectos para tratar diferentes enfermedades. Ademas, en los Gltimos
afios, se han desarrollado derivados de productos naturales con mayor estabilidad y eficacia

terapéutica, con el fin de mejorar las propiedades de estos compuestos (Deng et al., 2020).
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Las plantas medicinales constituyen una importante fuente de sustancias denominadas
metabolitos secundarios, los cuales desempefian un papel sobresaliente en su adaptacion ante el
estres ambiental y en la defensa frente a depredadores y patdgenos. Por esta razdn, estos principios
poseen diversas propiedades biologicas de posible interés farmacoldgico. Entre estos, se
encuentran las resinas glicosidicas que corresponden a oligosacaridos de &cidos grasos
caracteristicos de las especies de la familia Convolvulaceae (Pereda-Miranda et al., 2010). Las
resinas glicosidicas forman parte del grupo de metabolitos conocidos como glicolipidos, los cuales
presentan pesos moleculares altos y estructuras complejas cuya descripcion es relativamente
reciente (Pereda-Miranda et al., 1993). A la fecha, 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 bioldgicas (Lira-Ricardez & Pereda-Miranda,

2020).

Numerosas especies de convolvulaceas se utilizan en la medicina tradicional como
purgantes, e.g., la raiz de jalapa auténtica (Ipomoea purga). Las resinas glicosidicas de las
convolvulaceas aumentan la permeabilidad de la membrana celular del tracto gastrointestinal y el
transporte de aniones "Cl para desencadenar un desequilibrio en la homeostasis celular a través de
una actividad formadora de poros (Zhou et al., 2022; Zhu et al., 2019). Asimismo, esta clase de
compuestos también se han estudiado debido a las numerosas propiedades que se les atribuyen,
tales como su actividad purgante, citotoxicidad y reversion de la resistencia a farmacos en células
con resistencia cruzada a farmacos derivadas de tumores humanos (Lira-Ricardez & Pereda-

Miranda, 2020).
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Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se describe el estudio quimico de una
muestra comercial de la raiz de jalapa brasilefia o “batata de purga” (Operculina hamiltonii). En
este estudio, se logré la purificacion mediante HPLC en el modo de reciclaje a nivel
semipreparativo de dos principios mayoritarios a partir de una fraccion del extracto total (CH2Cl»-
CH30H, 1:1), con el objetivo de dar continuidad a un trabajo anterior (Moreno-Velasco, 2023) y
completar la caracterizacion estructural de las resinas glicosidicas mayoritarias responsables de las
propiedades purgantes de esta planta. Finalmente, se determind la modulacion de las resistencias

de los batatinésidos V1y IX.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Caracterizar los productos mayoritarios obtenidos de una fraccion de la raiz de jalapa

brasilefia, Operculina hamiltonii (Convolvulaceae).

2.2. Objetivos Especificos

1.

Identificar los compuestos mayoritarios presentes en la fraccion obtenida a partir del

extracto organico de la raiz de jalapa brasilefia (Operculina hamiltonii).

Optimizar el método de purificacién mediante HPLC a nivel preparativo utilizando el
reciclaje de muestra con el fin de obtener los compuestos de interés en una cantidad y

pureza adecuadas.

Determinar la pureza de los compuestos mediante HPLC.

Analizar la estructura quimica completa de los compuestos, incluyendo la
identificacion de los grupos funcionales presentes, mediante técnicas espectroscopicas

y espectrométricas.

Evaluar la actividad biologica potencial de los productos mayoritarios (efecto
modulador sobre la MDR) presente en una fraccion obtenida a partir de un extracto
organico de la raiz de jalapa brasilefia (Operculina hamiltonii) en lineas celulares de

cancer de mama.
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3. Marco Tedrico

3.1. Familia Convolvulacea

La familia Convolvulaceae es altamente diversa y abarca una amplia gama de plantas
trepadoras, hierbas y arbustos, aunque rara vez se encuentran especies arboreas. Pertenece al orden
Solanales y se distribuye en todo el mundo, especialmente en regiones tropicales y templadas

(Simoes y Staples, 2017).

El nombre de esta familia proviene del término latino "convolvo”, que significa entrelazado
—en referencia a la forma de crecimiento caracteristica de estas plantas como trepadoras—. Sus
tallos volubles se entrelazan alrededor de un soporte para sostenerse (Pereda y Bah, 2003; Pereda-
Miranda et al., 2010). Las plantas de esta familia suelen ser herbaceas, con tallos a menudo
volubles que les permiten crecer como lianas o enredaderas. Tienen hojas simples y carecen de
estipulas. Las flores presentan una corola tubulosa o en forma de embudo, con los pétalos
fusionados, mientras que el caliz estd compuesto por cinco sépalos separados. EI androceo, que se
refiere al conjunto de estambres, esta unido al tubo de la corola. Los frutos, en su mayoria, se

desarrollan en forma de capsulas (Figura 1) (Staples y Brummitt, 2007).



PASANTIA DE INVESTIGACION 6

FIGURA1

Morfologia distintiva de la familia Convolvulaceae

Nota: adaptado de Staples & Brummitt, (2007).

La familia Convolvulaceae es conocida por su enorme diversidad de especies y su
capacidad de adaptacion a diferentes climas y habitats. Algunos géneros destacados dentro de esta
familia incluyen Convolvulus, Ipomoea, Calystegia y Cuscuta. Estos géneros contienen numerosas

especies que se utilizan tanto en la medicina tradicional como en la jardineria ornamental.

La clasificacion actual de la familia Convolvulaceae se ha establecido mediante un analisis
filogenético molecular utilizando codigos de barras de ADN. Este analisis se basa en marcadores
de genes de cuatro regiones de cloroplastos: rbcL, atpB, psbE-J operon y trnL-trnF
intron/espaciador (Staples y Brummitt, 2007; Stevens, 2001). Este enfoque molecular ha permitido
identificar y reconocer 23 tribus dentro de la familia Convolvulaceae. Ademas de la clasificacion
molecular, se han realizado estudios morfolégicos para caracterizar ain mas estas tribus dentro de

la familia (Stefanovic et al., 2002). Estos estudios consideran aspectos como la forma de las flores,
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la estructura de las hojas y otros rasgos morfoldgicos distintivos. La combinacién de informacion
molecular y morfoldgica ha proporcionado una vision mas completa y detallada de la diversidad

y las relaciones evolutivas dentro de la familia Convolvulaceae.

3.2. Convolvulaceas Purgantes

El uso de las especies endémicas de la familia Convolvulaceae en la region mesoamericana
esta estrechamente relacionado con el desarrollo cultural y etnomédico de las culturas nativas. Un
ejemplo destacado de esto es el uso de las semillas de las convolvulaceas Rivea corymbosa L. e
Ipomoea tricolor Cav. —conocidas como ololiuhqui en ndhuatl—, las cuales han sido utilizadas
desde tiempos prehispanicos por los aztecas y otras tribus de la region debido a sus propiedades

psicotropicas y curativas (Hoffman, 1971).

En la herbolaria mesoamericana, se destacan los remedios purgantes o laxantes conocidos
como cacamotili tlanoquiloni por los aztecas (Hernandez, 1959). Estos remedios consisten en
diferentes especies de raices tuberosas, que varian en caracteristicas morfoldgicas, habitat y
potencia de sus efectos. Investigaciones botanicas contemporaneas han identificado estas raices
como especies pertenecientes al género Ipomoea, formando lo que se conoce actualmente como el
complejo medicinal de la raiz de jalapa. Aunque taxonémicamente diferentes a nivel de especie,
comparten caracteristicas morfoldgicas distintivas como raices engrosadas y flores en forma de
embudos, asi como el nombre comdn de jalapas, un sabor acre en las raices y una aplicacion

terapéutica como agente purgante. Algunas de estas especies son |. purga (la raiz de la jalapa
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auténtica), 1. orizabensis (falsa jalapa o escamonea mexicana) e I. stans (la raiz de la

tumbavaqueros), entre otras menos utilizadas (Figura 2) (Pereda Miranda et al., 2006).

FIGURA 2

A) flor y hoja de I. purga; B) Flores de I. orizabensis; C) tallos, hojas y raiz de I. stans; y D) droga
cruda de la jalapa oficinal (I. Purga).

il

O

Nota: imagen tomada de Pereda-Miranda et al., (2006).

La importancia de estas plantas medicinales llamo6 la atencién de los colonizadores
espafoles, ya que las propiedades purgantes eran valiosas en la medicina europea galénica del
siglo XVI. Estas raices fueron aceptadas como sustituto de la raiz de escamonea (Convolvulus
scammonia L.), que se utilizaba desde tiempos precristianos en el imperio romano. La raiz de
Michoacan, I. jalapa (L.) Pursh, también conocida como ruibarbo de las Indias en los libros de
plantas medicinales europeos, fue otra especie de gran importancia en el uso terapéutico de las

jalapas comercializadas en Europa. La obra "Great Herball or Generall Historie of Plantes™ del
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naturalista inglés John Gerard, publicada en el siglo XVII, contiene una ilustracion de la raiz de
"Michoacan”, la cual se hizo popular en la medicina como sustituto menos dréastico de la raiz de
escamonea (Montiel-Ayala, 2021). Hasta finales del siglo XX, la jalapa (I. purga) fue una fuente
de ingresos importante para la region de Xico, Veracruz (Linajes et al., 1994). Sin embargo, su
demanda ha disminuido debido a la obtencion de purgantes de diversas fuentes vegetales
alternativas, como la jalapa brasilefia (Operculina hamiltonii (G.Don) D.F Austin & Staples) y la
jalapa de la India (Operculina turpethum (L.) Silva Manso), comercializadas por distribuidores

alemanes de plantas medicinales (por ejemplo, Muggenburg Group) (Lira-Ricardez et al., 2019).

Es importante destacar que la raiz de jalapa (I. purga) se identifico como la droga cruda
auténtica de mayor utilidad en el mundo prehispanico y ha sido ampliamente comercializada hasta
la fecha. Se encuentra ilustrada en el Codice de la Cruz-Badiano —considerado el texto mas
antiguo de medicina escrito en América en el siglo XVI—. La jalapa era prescrita como remedio
purgante por los sanadores aztecas (Miranda & Valdeés, 1964). La ilustracion muestra una hierba
trepadora con una raiz tuberosa, hojas ovaladas y acorazonadas, y flores rosa-purpurea en forma
de embudo (Figura 3). En la actualidad, se sigue utilizando como purgante para el vientre, como
lo indica la descripcion latina (purgatio ventris) que acomparia a la ilustracién para la raiz de jalapa
(uelicpahtli, lengua nahuatl, uelic sabrosa, pahtli medicina), y para el tratamiento de lombrices

intestinales, meningitis y manchas en la piel (Bye & Linares, 2013).
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FIGURA3

Representacion del Folio 32 rectus del manuscrito
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Nota: tomado de De la Cruz-Badiano (1552, herbario Azteca), mostrando la ilustracion de la raiz

de jalapa (I. purga), el ingrediente principal del antiguo remedio purgante prehispanico conocido

como “cacamotli tlanoquinoli”.
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3.3. Operculina hamiltonii

La familia Convolvulaceae es una de las mas grandes y diversas en la familia de las plantas,
con flores con mas de 1,650 especies descritas. ElI género Ipomoea es uno de los mas
representativos de esta familia, con méas de 600 especies. Entre ellas se encuentra Operculina
hamiltonii, conocida popularmente como la raiz de jalapa brasilefia o "batata-de-purga” (en
portugués) debido a su uso medicinal como laxante. A continuacion, se presentara informacion
detallada sobre esta especie, que incluye informacion sobre su morfologia, distribucidn geografica,

usos tradicionales y propiedades farmacoldgicas (Bingham & Wallis, 2012; Staples et al., 2020).

3.3.1. Morfologia

Operculina hamiltonii es una planta trepadora que puede alcanzar hasta 6 metros de altura.
Su tallo es lefioso y puede tener hasta 10 cm de diametro. Sus hojas son grandes, con forma de
corazon, de color verde oscuro y pueden medir hasta 20 cm de longitud y 15 cm de ancho. Las
flores son grandes, de color amarillo (Figura 4) y en forma de trompeta, y se agrupan en
inflorescencias terminales. El fruto es una capsula lefiosa, globosa y rugosa que contiene de 1 a 4

semillas.
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3.3.2.Distribucion Geogréfica

Operculina hamiltonii se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales de Ameérica,
desde América Central y las Antillas hasta el norte de Argentina. Se puede encontrar en bosques
himedos, bosques de galeria y en zonas perturbadas por el hombre, como bordes de caminos y

campos abandonados.

FIGURA 4

Operculina hamiltonii con flores amarillas

Nota: tomado de Fondo Mundial de Informacion sobre Diversidad Biologica (Montiel-Ayala et

al., 2021).

3.3.3. Usos Tradicionales

La Operculina hamiltonii ha sido utilizada tradicionalmente como laxante y purgante en la

medicina popular. Se ha demostrado que el alto contenido de las resinas glicosidicas en las raices
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de las convolvulaceas de uso en la medicina tradicional estimula el tracto intestinal, lo que puede
provocar una evacuacion intestinal (Cunha et al., 2011). Ademas, la raiz de jalapa brasilefia
también se ha utilizado en el tratamiento de otras afecciones como dolor de estdmago, fiebre y

trastornos respiratorios.

3.4. Propiedades Farmacologicas

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 eliminacién
de agua y peristaltismo del intestino. La accién purgante también se atribuye a la activacién del
factor nuclear kappa-beta en el colon, que aumenta la secrecion mediada por ciclooxigenasa-2 de
la prostaglandina E», resultando en la disminucion de la expresion de acuaporina-3, que inhibe el
agua absorbida desde el intestino hasta el vaso sanguineo (Zhu et al. 2019a). Se han estudiado
diversas actividades bioldgicas de las resinas glicosidicas, metabolitos a los que se le atribuye gran
parte de los efectos terapéuticos de las jalapas, resaltando su actividad citotdxica, antiflngica,
antibacteriana, anticonvulsivo, antidepresivo, vasorrelajante y efectos de modulacién sobre la
resistencia cruzada a las drogas terapéuticas de uso clinico en lineas derivadas de tumores humanos

(Pereda et al., 2010).

Estudios recientes demostraron que existe una amplia relacion entre la estructura anfipatica
de las resinas glicosidicas y su actividad moduladora sobre los sitios cataliticos de la glicoproteina

P (P-gp) y algunos transportadores transmembranales ABC. Estas bombas de extrusion permiten
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el desarrollo de la resistencia a farmacos previniendo la acumulacion de altas concentraciones de
la droga (xenobidticos) en el medio intracelular. Tal es el caso de la tricolorina A, un tetrasacarido
macrociclico aislado de Ipomoea tricolor que incrementa la susceptibilidad de las células MCF-
7/Vin a la vinblastina con un factor de reversiéon de 270 (RFmce-7vin+ = Clso vinblastina/ Clsg
vinblastina en la presencia del glicolipido de prueba; reserpina RFmcr-7vin+ = 19) (Figueroa-
Gonzalez, 2012) cuando se incorpor0 a una concentracion de 10 uM (Lira-Ricardez, 2019). Como
resultado de estos estudios han surgido un gran numero resinas glicosidicas con un importante
efecto modulador de la susceptibilidad a la vinblastina de 1 a >1500 veces a las concentraciones
de 1 a 25 pg/mL (Figueroa-Gonzéalez, 2012). Asi, la murucoidina V, la purgina Il, el jalapinosido
Ay el albindsido 111 resultaron potentes agentes de reversion en ensayos in vitro. La disminucion
en la expresion de la glicoproteina P, mediada por la murucoidina V' y la purgina 11, se detect6 por
inmunofluorescencia y medida por citometria de flujo después de incubar los compuestos de

prueba con un anticuerpo monoclonal anti-P-gp (Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020).

3.5. Resinas Glicosidicas

Los azUcares acilados o glicolipidos son un tipo de metabolito secundario de origen vegetal
que se caracterizan por su capacidad para producir espuma y viscosidad en solucion acuosa. Se
encuentran en diversas plantas, particularmente en las familias Solanaceae, Carophyllaceae,
Geraniaceae y Convolvulaceae (Kruse et al., 2022). Sin embargo, las resinas glicosidicas de las
convolvulaceas muestran los patrones estructurales mas complejos entre los diferentes tipos

conocidos de azlcares acilados.



PASANTIA DE INVESTIGACION 15

3.5.1.Composicion estructural de las resinas glicosidicas

Su composicion estructural varia ampliamente dependiendo de la planta de la que se extrae;
sin embargo, en general, todas las resinas glicosidicas comparten una estructura basica que consta
de un nucleo central de &cido graso mono o dihidroxilado, al cual se encuentran unidos uno 0 mas

azucares a traves de enlaces glicosidicos (Pereda-Miranda et al., 2010).

Las resinas glicosidicas constituyen un conjunto de glicolipidos de alto peso molecular.
Estos compuestos con un origen biosintético mixto contienen una porcién hidrofilica representada
por un nucleo oligosacarido y una porcion hidrofébica compuesta por una aglicona, caracterizada
por &cidos grasos mono hidroxilados o di hidroxilados de C14 a C1g &omos de carbono unidos a
través de un éster ciclico intramolecular con el ndcleo sacérido (Montiel-Ayala et al., 2021). Esta
diversidad quimica es el resultado de tres caracteristicas principales: (i) un nucleo
heteropolisacarido de sélo unos pocos residuos de azlcar (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; (ii) monohidroxi y dihidroxi C14-C1g &cidos grasos como las agliconas,
que pueden formar una macrolactona; y (iii) esterificaciones de los nucleos de azlcar por acidos
grasos aromaticos o alifaticos que pueden ser de C,-Cie carbonos de largo. Algunos oligdmeros
sufren condensaciones intermoleculares para formar dimeros de tipo éster de mayor peso
molecular y complejidad (Castafieda-Gomez et al., 2013; Escalante-Sanchez y Pereda-Miranda,

2008).
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La mayoria de las veces, el ndcleo oligosacarido se encuentra esterificado por acidos grasos
saturados con diferentes longitudes de cadena (Figura 5) (Castafieda-Gomez et al., 2013). Por
ejemplo, algunas resinas glicosidicas pueden contener a los acidos acético, nilico, metilbutirico,
hexanoico, decanoico y dodecanoico, entre otros. Ademas, algunos compuestos pueden contener
esteres aromaticos, como el cinamico, y otros grupos acilantes menos comunes como el acido
exogonico. El 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 pequefas cantidades del acido 4-oxocaprilico (4-oxo-n-octanoico) de la jalapa brasilefia de
flores blancas, Operculina macrocapa, y se considera como un marcador quimiotaxonémico para

esta planta medicinal purgante.
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FIGURAS
Estructura general de un glicolipido constituyente de las resinas glicosidicas de las

convolvulaceas

mmPorcion hidrofilica: oligosacarido
===Porcion hidrofobica;

acido graso monohidroxilado
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Nota: tomado de Castafieda-Gomez et al., (2013)

3.6. Efecto Modulador sobre la MDR

La resistencia cruzada a farmacos (MDR, por sus siglas en inglés) se refiere a la capacidad
de las células, microorganismos o tumores para volverse resistentes a multiples medicamentos o
agentes quimioterapéuticos. Este fendmeno representa un desafio significativo en los campos

médico y farmacéutico, ya que limita la efectividad de muchos tratamientos.
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La MDR puede ocurrir en diversos contextos, incluyendo infecciones bacterianas,
infecciones virales y cancer. En las infecciones bacterianas, ciertas bacterias pueden desarrollar
resistencia a multiples antibioticos, lo que dificulta el tratamiento efectivo de las infecciones. De
manera similar, en las infecciones virales como el VIH algunas cepas pueden volverse resistentes

a los medicamentos antivirales.

En el contexto del cancer, la MDR es un problema particularmente complejo. Las células
cancerosas pueden desarrollar resistencia a los medicamentos empleados en la quimioterapia, lo
que lleva al fracaso del tratamiento, a la progresion de la enfermedad y la metéastasis refractaria.
Esta resistencia puede surgir debido a diversos mecanismos, incluyendo el aumento de la
eliminacion de medicamentos, la reduccion de la captacion de medicamentos, el metabolismo

alterado de los medicamentos y cambios en los blancos de accion de los medicamentos.

En particular, uno de los aspectos relevantes de la MDR en el contexto del cancer es el
papel de las resinas glicosidicas. Estas resinas son compuestos quimicos que se encuentran
presentes en ciertas plantas y han sido objeto de investigacién debido a su capacidad de modular
la actividad de los transportadores activos ABC en células cancerosas (Figueroa-Gonzalez et al.,
2011; Lira-Ricardez & Pereda-Miranda, 2020). Estos estudios han demostrado que las resinas
glicosidicas pueden afectar los mecanismos de resistencia celular, lo que potencialmente podria

revertir la MDR y mejorar la efectividad de la quimioterapia.

El conocimiento sobre las resinas glicosidicas y su efecto modulador en la MDR es

relevante para desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas en el tratamiento del cancer y
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superar los desafios que la resistencia a los agentes quimioterapéuticos plantea en este campo. A
través de la comprension de estos mecanismos Yy la identificacion de compuestos que puedan
contrarrestar la MDR, se abren nuevas posibilidades para mejorar los enfoques clinicos y lograr

mejores resultados en la lucha contra el cancer.

4. Situacién Actual del Conocimiento

A lo largo de las Gltimas décadas, se han realizado numerosos estudios sobre resinas
glicosidicas presentes en diferentes especies de plantas. Estas resinas se caracterizan por ser
mezclas complejas de compuestos quimicos que presentan una estructura molecular variada,
siendo el azucar la unidad repetitiva comun en todas ellas (D-glucosa, D-fucosa, D-quinovosa, D-
xilosa y L- ramnosa). Debido a las propiedades bioldgicas de interés terapéutico de las resinas
glicosidicas, se ha suscitado un gran interés en diferentes industrias, como la farmacéutica,
cosmética y alimentaria. Por lo tanto, es importante continuar investigando sobre estas resinas con
el fin de obtener informacion valiosa para el desarrollo de nuevos productos y aplicaciones

industriales.

En la literatura cientifica, se han descrito diversos estudios sobre la composicion quimica
de las dos especies del complejo medicinal de la raiz de jalapa brasilena o “batata-de-purga’:
Operculina macrocarpa, la especie con flores blancas, y Operculina hamiltonii, la especie con
flores amarillas. En un estudio reciente realizado por Pereda-Miranda et al., (2019), se investigo

la composicion quimica de la batata de purga de flores blancas y se encontré que la especie
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contiene una variedad de compuestos bioactivos, incluyendo resinas glicosidicas. El analisis de la
fraccion soluble en metanol del extracto de las raices de O. macrocarpa se llevo a cabo generando
perfiles en RMN de tres acidos glicosidicos sin descripcion previa que fueron caracterizados como
lipohexasacaridos y denominados como acidos macrocarposidicos A-C, derivados del acido
operculinico H, ndcleo sacarido que constituye el marcador quimico de esta jalapa de flores
blancas (Montiel-Ayala et al., 2021). Del mismo modo, se identificaron los acidos provenientes de
los residuos acilantes de las cadenas oligosacaridas, como los acidos 3-metilbutirico o isovalérico,
tiglico y exogonico, el cual se presenta en mezcla epimérica (Figura 6): dos nuevos hexasacaridos,
los acidos operculinicos 1y J, que resultaron ser isomeros estructurales difiriendo en la posicion
de hidroxilacion de la aglicona; y un monosacarido de quinovosa del acido 7-hidroxidecanoico,

que fue nombrado como el acido operculinico K (Lira-Ricardez, 2019).
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FIGURA 6
Estructura quimica de los acidos macrocarposidicos A-C, principios activos de la Operculina
macrocarpa, que contienen dos unidades de ramnosa (Rha) y cuatro de glucosa (Glc) aciladas

por residuos de los acidos isovalérico (lva), tiglico (Tga) y exogononico (Exg).
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Recientemente, se ha encontrado que las resinas glicosidicas de la batata de purga de flores

amarilla (Operculina hamiltonii) presentan propiedades bioldgicas interesantes. Un estudio
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realizado por Araujo y colaboradores (2020) demostré que la resina de O. hamiltonii posee
actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y negativas, asi como actividad
antifangica. Por otra parte, Villarreal-Calderdn et al., (2013) han realizado un estudio en el que se
identificaron los compuestos bioactivos presentes en la batata de purga (Operculina hamiltonii).
Los autores encontraron que la resina de O. hamiltonii presenta actividad antiparasitaria frente a
Giardia lamblia y Trypanosoma cruzi, dos parasitos de importancia médica. Ademas, se
encontraron compuestos con actividad antibacteriana y antifngica en la resina. Estos hallazgos
sugieren un uso potencial de las resinas glicosidicas de O. hamiltonii en la industria farmacéutica

y en la elaboracion de productos naturales con actividad antimicrobiana y antiparasitaria.

Finalmente, un estudio reciente realizado por Moreno-Velasco y colaboradores (2021) se
centrd en la identificacion de los compuestos presentes en las resinas glicosidicas de la batata de
purga (Operculina hamiltonii) y su posible aplicacion en el tratamiento del céncer. Los
investigadores aislaron cinco nuevos glicolipidos, denominados como las hamiltoninas 1-V, los
cuales demostraron una actividad citotoxica moderada o nula frente a células de cancer de mama
y de colon. La hamiltonina | corresponde a una macrolactona intramolecular en la posicion C-2 de
la segunda unidad monosacarida (la unidad interna de ramnosa), con un patrén de acilacion
desconocido en la literatura, teniendo como los residuos de acidos grasos (agliconas) a dos ésteres
de cadena lineal, el acido n-hexadecanoico en la parte mas externa de la molécula (la posicién C-
4 de la unidad de ramnosa) y el acido n-decanoico en su porcion interna y vecinal a la posicion de
lactonizacién. Esta molécula representa el primer ejemplo de una resina glicosidica tetrasacarida
en la familia de las convolvulaceas con el cido n-hexadecanoico como residuo acilante (Moreno-

Velasco et al., 2021). Ademas, se observo una sinergia de este compuesto inactivo como un agente
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citotoxico con la vinblastina, medicamento utilizado en la quimioterapia, lo que sugiere un posible

uso de estos compuestos en terapias de combinacion contra el cancer (Figura 7).

FIGURA7
Visualizacion microscépica de la linea celular resistente MCF-7/Vin después de 48 horas de
incubacion con una dosis subinhibitoria de vinblastina a la concentracion de 0.001 uM (control,

sin resina glicosidica) en combinacion con la hamiltonina 1 (25 puM).

CONTROL
MCF-7/Vin cell

25 uM

>

Vinblastine: 0.0001 uM

Las hamiltoninas I1-1V corresponden a tres isdmeros estructurales, difiriendo en la posicién
de esterificacion del residuo del &cido n-dodecanoico sobre el nlcleo tetrasacarido compuesto por
una fucosa y tres ramnosas (Figura 8). Por ltimo, se elucidd la estructura de un dimero, producto
de la condensacién de las hamiltoninas Il y Ill. Por Gltimo, se explicd la estructura de la
hamiltonina V como un dimero tipo éster producto de la condensacion de las hamiltoninas 11y 111

(Figura 9).
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Por otro lado, se comprobd que todos los compuestos aislados son inactivos como agentes
citotoxicos. Sin embargo, cuando fueron evaluados (1-25 uM) en combinacién con una
concentracion subletal de dos agentes anticancerigenos, la vinblastina y la podofilotoxina (0.003
uM), se produjo un incremento significativo en la citotoxicidad, especialmente para las células
resistente del carcinoma de mama. Estos hallazgos abren nuevas posibilidades en la basqueda de
tratamientos mas efectivos y menos toxicos contra el cancer. Por ultimo, se elucidé la estructura
de la hamiltonina VV como un dimero tipo éster producto de la condensacion de las hamiltoninas 11

y Il (Figura 9).

FIGURAS

Estructuras de las hamiltoninas 11-1V de Operculina hamiltonii.

IIR.= n-C12H230; R, = R3= H I
R, = R3= H; R, = n-C12H23O v
Ri=R,=H; R3= n-C12H230

Rha = Ramnosa; Fuc = Fucosa
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FIGURA9

Visualizacion microscopica de la linea celular resistente MCF-7/Vin después de 48 horas de
incubacion con una dosis subinhibitoria de vinblastina o podofilotoxina a la concentracion de

0.003 uM (control, sin resina glicosidica) en combinacién con la hamiltonina V (25 uM).

| ¥
25 uM 0.003 uM
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A pesar de los avances en la investigacion sobre la batata de purga, aln existen importantes
limitaciones y vacios en la literatura cientifica. En tal sentido, uno de los aspectos que alin no se
ha investigado en profundidad es la caracterizacion de los diferentes tipos de resinas glicosidicas
presentes en la planta, lo que permitiria una mejor comprensién de su estructura quimica y
potencial toxicidad. Asimismo, se requiere una mayor exploracion del uso potencial de estas
resinas en diferentes aplicaciones como, por ejemplo, en las industrias farmaceutica y alimenticia,
ya que podrian tener propiedades de interés para la produccién de productos farmacéuticos,
cosméticos o alimentos funcionales. En general, se necesita una investigacion mas detallada y

sistemética para llenar los vacios de conocimiento y establecer una base solida para la comprension
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de la presencia de resinas glicosidicas en la batata de purga. Esta investigacion contribuye a llenar
algunos de estos vacios en el conocimiento a través de la caracterizacion detallada de algunas

resinas glicosidicas en la batata de purga y su evaluacion biolégica en cuanto a la modulacién de

la resistencia.
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5. Desarrollo Experimental

5.1. Material vegetal

Una muestra comercial de raices pulverizadas de Operculina hamiltonii, conocida en el
mercado como "batata purga”, “jalapa em p6” o0 Convolvulus operculata” (Figura 10), seencuentra
disponible bajo la marca "Mercaddo Natural” en Brasil (Lote: 1111010010473). La identificacion
de esta muestra la realiz6 la Dra. Suzana Leitdo (Facultad de Farmacia, UniversidadFederal de Rio

de Janeiro, Brasil) mediante la comparacion con las caracteristicas anatbmicas microscopicas que

se han descrito para esta especie (Michelin Carvalho et al., 2010).

FIGURA 10

Muestra comercial de raices pulverizadas de jalapa brasilefia.

Nota: Producto adquirido via internet en el sitio de la tienda de alimentos naturales Mercaddo

Natural, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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5.2. Preparacion del extracto
La muestra (900 g) fue sometida a un proceso de extraccion mediante la técnica de
maceracion exhaustiva empleando CH2Cl2-MeOH (1:1). El macerado se filtro y se llevo asequedad

en rotaevaporador.

5.3. Fraccionamiento primario
El extracto total (48 g) se simplificO mediante cromatografia en columna abierta. La fase
estacionaria consistié en gel de silice (500 g) empacado en una columna de vidrio. Se realizé la

elucion con los disolventes indicados en la tabla 1. Se colectaron fracciones de 200 mL.

TABLA1

Fraccionamiento primario del extracto total de Operculina hamiltonii

Eluato Disolvente Proporcion
1 Hexano 100
2 CHCl, — Me,CO 8:2
3 CH.CI; — Me,CO 1:1
4 CHCl, — Me,CO 2:8
5 Me,CO 100
6 Me,CO — MeOH 8:2
7 Me,CO — MeOH 1:1

8 Me.CO — MeOH 2:8
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Eluato Disolvente Proporcion

9 MeOH 100

Con el apoyo de CCF se reunieron las fracciones semejantes y, al mismo tiempo, se

seleccionaron las fracciones donde podrian localizarse las resinas glicosidicas.

5.4. Purificacion y aislamiento mediante HPLC

Con el fin de llevar a cabo la purificacion de la fraccion seleccionada de la batata de purga
(BPF10), se empled la técnica HPLC en fase reversa con un sistema de elucion isocrético,
inicialmente a escala analitica, para establecer las condiciones experimentales que permitieron la
separacion y purificacion de los componentes mayoritarios, empleando una columna analitica de
fase reversa Symmetry C-18 (4.6 x 250 mm; 5mm) de la marca Waters. Ademas, la fase movil
consistié de una mezcla de CH3CN:H20 (9:1). La muestra se disolvié en MeOH. Adicionalmente,
el flujo al cual se llev6 a cabo la cromatografia analitica fue de 0.4 mL/min; el volumen de
inyeccion fue de 20 pL (concentracién: 1mg/20ul); y se utiliz6 un detector de indice de

refraccion, el cual se encontraba a 40°C y a una sensibilidad de 1024.

Una vez definidas las condiciones analiticas, fue posible llevar a cabo los cortes requeridos
para la purificacion de cada uno de los compuestos por medio de condiciones preparativas. Por
una parte, se emple6 una columna preparativa Symmetry Prep C-18 (19 x 300 mm; 7 mm) de la

marca Waters. Ademas, la fase movil con la cual se hicieron los estudios fue una mezcla de
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CH3CN:H20 (9:1). La muestra se disolvio en MeOH. Adicionalmente, el flujo al cual se llevo a
cabo la cromatografia preparativa fue de 8 mL/min; el volumen de inyeccion fue de 500 pL
(concentracion: 20 mg/500uL); y se utilizd un detector de indice de refraccion, el cual se
encontrabaa 40 °Cy auna sensibilidad de 1024. La adquisicion y procesamiento de datos se llevd
a cabo conel programa Empower 2.0. Las subfracciones de interés se sometieron a un proceso de
corte de nucleo y reciclaje en las mismas condiciones preparativas en el HPLC para permitir la
purificacionde los compuestos mayoritarios. Una vez fueron separados los compuestos de interés
a nivel preparativo, se procedio a concentrarlos utilizando un rotavapor acoplado a una bomba de
vacio; posteriormente, se dejaron en el desecador por 1 semana para asegurar que no tuviera

humedad oresiduos de disolventes.

5.5. Registrode RMNy EM

Se registraron los espectros de RMN *H y *C en un equipo Varian Innova operando a una
frecuencia de 400 MHz para 'H y 100 MHz para '3C, empleando piridina deuterada como

disolvente. Ademas, se registraron los espectros de masas.

5.6. Evaluacion biologica

Se utilizaron las lineas celulares MCF-7, MCF-7/Vin* y MCF-7/Vin", derivadas de cancer
de mama. La primera, que corresponde una linea sensible, se adquirié de la American Type Culture

Collection (ATCC HTB-22), y las otras se desarrollaron en el Departamento de Farmacia de la
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Facultad de Quimica de la UNAM para producir resistencia mediante la exposicion continua a
vinblastina (Figueroa-Gonzélez et al., 2011). Con el proposito de preservar la resistencia a la
vinblastina, las células MCF-7/Vin* se cultivaron en medio que contenia 0.192 ug/mL de
vinblastina. Al mismo tiempo, las células MCF-7/Vin~ se mantuvieron en medio libre de
vinblastina. Todas las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2 en aire y 100%

de humedad.

Los efectos de modulacion fueron determinados con el método de la SRB (Orellana &
Kasinski, 2016). Las lineas MCF-7 sensible MCF-7/Vin*"~ se sembraron en placas de 96 pozos y
fueron tratadas con varias concentraciones de vinblastina (0.000128-2 ug/mL) en presencia o
ausencia de los dos glicolipidos a 25 pg/mL por 72 h. La habilidad de los glicolipidos para
potenciar la citotoxicidad de la vinblastina se determind a partir de la Clso. En estos experimentos
se utilizé reserpina (5 pg/mL) como control positivo. El factor de reversion (FR, como un
pardmetro de potencia) se calculo dividiendo la Clso de la vinblastina entre la Clso de la vinblastina

en presencia del compuesto de prueba.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Extraccion

Se obtuvo un extracto total de 48 g a partir de 900 g de raiz de jalapa brasilefia pulverizada.

6.2. Fraccionamiento primario del extracto organico

Doce fracciones de interés se obtuvieron durante el proceso de fraccionamiento primario.
Las cantidades y cddigos correspondientes a cada una de estas fracciones se encuentran resumidos

en la tabla 2.

TABLA?2

Fraccionamiento del extracto total

Fraccion Peso ()

F1 0.04
F2 1.71
F3 2.18
F4 1.58
F5 0.70
F6 2.67
F7 2.93
F8 3.53

F9 7.00
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F10 5.43
F11 4.36
F12 2.60

Se eluy6 cada fraccion obtenida en una placa de aluminio recubierta con gel de silice,
empleando una mezcla de CH.>Cl>-MeOH en una proporcion de 9:1 como fase mdvil. Se utiliz6
una muestra auténtica de tricolorina A como referencia, y el extracto total se utilizd para

compararlo con las fracciones (Figura 11).

FIGURA 11

Placa cromatogréfica de las fracciones F1-F12, con tricolorina A (T) como estandar de

referencia.

Nota: tomado de Moreno-Velasco, (2023).
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El registro del espectro de RMN-!H de la fraccion 10 (Figura 12) permitio detectar la

presencia de resinas glicosidicas al observar sefiales alifaticas para los residuos de &cidos grasos

de las agliconas (0.8-2.5 ppm), los protones oxigenados (3.7-4.4 ppm) y sefiales anomericas (3.6-

6.4 ppm).

FIGURA 12
Espectro de RMN H de la fraccion 10 (400 MHz, piridina-d5).
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6.3. Aislamiento y purificacion de las resinas mediante HPLC

6.3.1. Andlisis por HPLC a escala analitica

El analisis mediante HPLC de la fraccién 10 para obtener la resolucion de la muestra se logro con
las siguientes condiciones: columna C-18, fase reversa: Symmetry C-18 (4.6 250 mm; 5 mm)
(Waters); fase movil: CH3CN:H20 (85:15); flujo: 0.4 mL/min; concentracion de muestra: 1 mg/20
uL; volumen de inyeccion: 20 uL; detector: indice de refraccion (sensibilidad 1024 y temperatura

interna de 40 °C).

6.3.2. Analisis por HPLC a escala preparativa

A continuacion, se procedi6 a realizar la inyeccion de la fraccion 10 con el objetivo de
someterla a un analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en una escala
preparativa. Esta técnica analitica se utilizd para separar y caracterizar los componentes presentes

en la muestra.

El cromatograma, cuya representacion grafica se presenta en la figura 13, revela la
distribucion y el tiempo de retencion de los diferentes componentes presentes en la muestra. Con
especial atencidn, se observo la presencia de dos picos claramente identificados como los

constituyentes mayoritarios BPF10P2 (pico 2) y BPF10P4 (pico 4).
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FIGURA 13

Perfil cromatogréfico a escala preparativa donde se observan los picos mayoritarios de interes.
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6.3.3. Purificacion de BPF10P2

A continuacion, cada uno de los eluatos colectados, mediante el empleo de la técnica de
corte de nucleo, se sometieron a una prueba a escala analitica (Figura 14) para verificar su pureza
y adecuacidn para el siguiente paso del proceso de purificacion. Una vez confirmada la viabilidad
de los ndcleos en funcion de la complejidad cromatografica, se llevo a cabo la técnica de corte y
rasurado de los mismos para eliminar cualquier principio minoritario o contaminante que pudiera

afectar la pureza del compuesto objetivo, el pico BPF10P2.
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FIGURA 14

Perfil cromatogréfico a nivel analitico de BPF10P2.
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Posteriormente, se aplicd la técnica de reciclaje de pico con el objetivo de purificar
completamente el BPF10P2 (Figura 15). Esta técnica permitié concentrar y enriquecer el

compuesto de interés a niveles 6ptimos de pureza (>98.5 %).
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FIGURA 15
Purificacion del componente mayoritario con clave BPF10P2, utilizando la técnica de “reciclaje

de pico”.
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Estos procedimientos condujeron a la separacion y la purificacion de uno de los
componentes mayoritarios de la fraccion analizada, obteniéndose 7 mg de un sélido blanco con
tiempo de retencion = 14.5 min (BPF10P2) y con punto de fusion de 141-142 °C. (Rosas-Ramirez

y Pereda-Miranda, 2013).
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6.3.4. Purificacion de BPF10P4

Los nucleos recortados se sometieron a una prueba analitica (Figura 16) para verificar su
pureza para la siguiente etapa de purificacion. Después de confirmar su viabilidad, se aplicé una
técnica de corte y rasurado para eliminar impurezas que pudieran afectar la pureza del compuesto

objetivo, el BPF10P4.

FIGURA 16

Perfil cromatogréfico a nivel analitico de BPF10P4.
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La subfraccion BPF10P4, también fue purificada mediante la técnica de reciclaje (Figura 17).
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FIGURA 17
Perfil de la purificacion de la subfraccion F10P4. Fase: 9:1 (AcN:H20). Flujo: 4ml/min.

Columna: Symmetry C18 Waters.
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Se obtuvieron 10 mg de un solido blanco con tiempo de retencién = 21.7 min con punto de

fusion 132-135 °C (Rosas-Ramirez y Pereda-Miranda, 2013).

6.3.5. Elucidacion Estructural

La elucidacion estructural del compuesto BPF10P2 se realiz6 utilizando una combinacion
de técnicas analiticas, que incluyen espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a espectrometria de masas. Estas
técnicas proporcionaron datos complementarios que permitieron determinar de manera precisa la

estructura quimica del compuesto.
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6.3.5.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Se realizo el registro de los espectros unidimensionales RMN 'H de los dos compuestos

mayoritarios purificados a partir de las fracciones BPF10P2 y BPF10P4. El procedimiento para la

.....

diagnosticas, que corresponden a las sefiales generadas por los protones anoméricos de lasunidades

monosacaridas. Los dobletes de los protones anoméricos que registraron la constante de

acoplamiento grande (J = 7.5 Hz) correspondieron a la presencia de una unidad de glucosa y una

de fucosa; y los dobletes de los protones anoméricos, que registraron la constante de acoplamiento

pequefia (J = 1.5 Hz), a las ramnosas (Figura 18).

FIGURA 18

Region anomérica entre 4.6 y 6.4 ppm de espectro de RMN *H (400 MHz) de los batatindsidos

VI (1, rojo) y IX (2, azul).
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Los cuatro dobletes localizados entre 1.5 y 1.7 ppm indican la presencia de un nimero
correspondiente de unidades de metilpentosa en la estructura de estos compuestos. También, se
observan dos tripletes entre 0.8 y 1 ppm, que son caracteristicos de los protones de los metilos
terminales de los acidos alifaticos de cadena larga, correspondientes al esqueleto hidrocarbonado

de la aglicona y al acido que esterifica a la cadena oligosacarida (Figura 19).

FIGURA 19
Region entre 0.8 y 1.7 ppm del espectro de RMN *H de los batatindsidos VI (1, rojo) y IX (2,

azul) (400 MHz).
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Al analizar las constantes de acoplamientos y la secuencia de glicosilacion, se concluyé

gue ambos compuestos contienen al pentasacarido conocido como acido operculinico A.
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En el espectro de RMN 3C se identificé el nimero de sefiales anoméricas observadas entre
98 a 105 ppm (Figura 20) que indican directamente el nimero de unidades monosacaridas
constituyentes del nucleo estructural de estas moléculas oligosacaridas, asi como dos sefiales entre
173-175 ppm, que corresponden a los grupos carbonilos del &cido que se encuentra acilando la
porcion glicosidicay al carbonilo aportado por la aglicona que forma la macrolactona caracteristica

de estos compuestos.

FIGURA 20
Comparativo entre los espectros de RMN *C (100 MHz) del batatinosido IX (azul) y F10P4

(negro).
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Al realizar una comparacion de los espectros de RMN *H (Figuras 21y 22) y de los puntos

de fusion con la literatura, se logro establecer que se trata de los batatinosidos VI (1) y 1X (2)
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(Figura 23), que fueron identificados por primera vez en las raices del camote de Ipomoea batatas
(Rosas-Ramirez & Pereda-Miranda, 2013) y recientemente en una muestra comercial de la jalapa
adquirida en el Mercado Municipal 2000 en Santarém, Para, Brasil en Septiembre de 2015

(Moreno-Velasco et al., 2022).

FIGURA 21
Comparativo entre los espectros de RMN H del batatinosido IX (azul) y F10P4 (azul oscuro)

(400 MHz).
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FIGURA 22
Comparativo entre los espectros de RMN *H del batatinosido VI (azul) y F10P2 (negro) (400

MHz).
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FIGURA 23

Estructura molecular de la resina glicosidica para los batatindsidos VI (1) y 1X (2).

\
n‘\ \\\

1 R=n-C12H23O
2 R=n'C10H190

En la tabla 3 se presentan los desplazamientos quimicos en RMN *H y '3C de las unidades

monosacaridas de la porcion oligosacarida de la resina glicosidica de los dos compuestos

identificados.
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Desplazamientos quimicos en RMN H y 3C de los batatindsidos VI (1) y IX (2)

Cuadro 3. Desplazamientos quimicos en RMN *Hy 3C de los batatinésidos VI (1), y

IX (2)
Posicion 1 2
Fuc-1 4.83d(7.8) 4.83d(7.8)
2 4.52dd (9.3,7.9) 4.53dd (9.5, 7.8)
3 4.21dd (9.3, 3.5) 4.21dd (9.5, 3.5)
4 3.94 brd (3.5) 3.94 brd (3.5)
5 3.83 ¢ (6.4) 3.82q(6.4)
6 1.53d (6.4) 1.52d (6.4)
Rha-1 6.35d (1.2) 6.35d(1.2)
2 5.25 (br s) 5.25 (brs)
3 5.67dd (2.8, 9.9) 5.67 dd (3.0, 9.9)
4 4.69dd (9.7,9.7) 4.68dd (9.6, 9.6)
5 5.00 * 4.99dq (9.6, 5.9)*
6 1.57d (6.2) 1.57d (5.9)
Rha’-1 5.64 d (1.4) 5.64 d (1.4)
2 6.00dd (1.4, 3.0) 6.00 dd (1.6, 2.9)
3 4.66 dd (8.8, 3.6) 4.64dd (8.7,3.7)
4 4.36 dd (8.8, 8.8) 4.37dd (9.2,9.2)
5 4.33dq (8.8,5.8) 4.33dq (9.2, 6.0)
6 1.67 d (5.8) 1.66 d (6.0)
Rha"-1 6.26 d (1.3) 6.25d (1.3)
2 4.92* 4.92 dd (3.3,1.2)

4.45 dd (3.3, 8.6)

444dd (8.7, 3.3)

4.29dd (8.6, 9.1)

4.28dd (8.7, 9.1)

4.36dq (9.1,5.7)

434dq (9.1, 6.0)

1.61d(5.7)

1.61d (6.0)

511d(7.3)

5.11d(7.3)

3.99dd (7.4. 8.6)

3.98dd (7.4, 8.6)

4.17.dd (8.6, 9.0)

4.16 dd (8.6, 9.0)

4.21dd (9.0, 9.0)

4.21dd (9.0, 9.0)

®
mbwmq_mm.bw
-

3.89 (9.0, 5.5) 3.89 ddd (9.0, 5.5, 3.0)
6a 4.41dd (11.5,5.5) 4.40 dd (11.5, 5.5)
6b 4.49 dd (11.5, 3.0) 4.49 dd (11.5, 3.0)
Agl-1 - -

2a 2.29 ddd (14.0, 7.0, 3.0) 2.29.ddd (14.0,7.0, 3.0)

2b 2.69 ddd (14.0, 10.0, 2.5) 2.69 ddd (14.0, 10.0, 2.5)

11 3.87m 3.87m

16 0.86 t (7.14) 0.87t(7.11)
127(107) (Dec-10) 0.93 1t (7.14) (Dod-12) 0.93t(7.11)

Espectros registrados a 400 MHz en CsDsN. Entre paréntesis, las constantes de
acoplamiento en Hz. s = singulete, d = doblete, t = triplete, m = multiplete. Abreviaciones: Fuc =
fucosa; Ram = ramnosa; Glu = glucosa; Jal = &cido 11-hidroxihexadecanoico; Deca = acido
decanoico; Dodeca = acido dodecanoico.
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6.3.5.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La congruencia en los espectros de RMN confirmo que las dos muestras purificadas (F10P2
y F10P4) correspondian a los batatindsidos VI y IX, respectivamente. La validacion de esta
propuesta estructural se logré6 mediante coelucion en HPLC con muestras estandar
correspondientes. La Figura 24A ilustra para la coelucion entre la muestra F10P2 y el batatinosido

VI en tanto que la Figura 24B presenta la coelucion entre el eluyente F10P4 y el batatinésido 1X.

FIGURA 24

Coelucién mediante cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC). A) Cromatograma de la
coelucién (trazo negro) entre la muestra auténtica del batatinésido VI (trazo azul) y la muestra
purificada BPF10P2 (trazo rojo). B) Coelucién (trazo negro) entre la muestra auténtica del

batatin6sido VI (trazo azul) y la muestra purificada BPF10P4 (trazo rojo).
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Este ejercicio de coelucion fortalece la asignacion de que las muestras purificadas
corresponden a los batatinosidos VI1y IX. El registro del mismo tiempo de retencion permitié una
evidencia para la identificacion de su identidad quimica. Esta confirmacion experimental refuerza
la identificacion de los compuestos purificados, aportando una capa adicional de certeza a su

asignacion.

6.3.5.3. Espectrometria de Masas

Con el propésito de robustecer y ampliar la certeza en la identificacion de los compuestos
purificados, se emprendid una confirmacidon adicional utilizando la metodologia de espectrometria
de masas acoplada a la cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC-ESI-MS). Esta
estrategia analitica es conocida por su capacidad para proporcionar informacion detallada sobre la
composicién molecular, permitiendo confirmar el peso de los compuestos bajo analisis (Demarque

etal., 2016).

Para el batatindsido VI, en el espectro de masas adquirido en modo de ionizacion negativa,
se observé una sefial a un valor de m/z 1153 [M - HJ, la cual se asocia directamente con la especie
desprotonada del batatinosido VI. Adicionalmente, se identifico la sefial de m/z 1199 [M - H +
acido formico (CH20.)] (Figura 25A), que corresponde al aducto formado entre la forma ionizada
del compuesto con la adicion de una molécula acido formico (FA). Estas sefiales, como marcadores
inequivocos de la presencia del batatindsido V1, robustecen la identidad entre la muestra purificada

y el estandar.
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Es importante sefialar que la concordancia en los valores de masas (m/z) registradas
proporciona una base solida para verificar la correspondencia estructural entre las moléculas.
Ademas, esta confirmacion instrumental se refuerza mediante los mismos valores en los tiempos
de elucion en UHPLC obtenidos (tiempo de retencién = 13.2-13-4 min) y los resultados
previamente descritos para la coelucion en HPLC y el analisis de RMN. El espectro UHPLC-ESI-
MS (Figura 25B) demostrd la convergencia para los datos, al evidenciar la superposicion de
patrones y masas caracteristicas para la muestra BPF10P2 con los registrados para la muestra

auténtica del batatinésido I1X.
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FIGURA 25
A) UHPLC-ESI-MS en modo de ionizacidn negativa para la deteccion de aniones de m/z 1153
[M-H] y1199 [M - H + FA] en el pico BPF10P2 analizado; B) Espectro UHPLC-ESI-MS de

la muestra auténtica pura del batatinésido IX.
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Para el batatindsido IX, en el espectro UHPLC-LRESI-MS (26A) en modo negativo se
detectaron los aniones de m/z 1199 [M - H + H20] y 1037 [M - H - 162 (unidad hexosa)] en la
muestra purificada que, al comparar con el espectro HRESI-MS en modo positivo de la muestra

estandar, se detecto el aducto [M + Na]" (Figura 26B).
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FIGURA 26
A) UHPLC-LRESI-MS en modo de iones negativos para la deteccion de aniones de m/z 1199 [M

-H + H20] y 1037 [M - H - 162 (unidad de hexosa)]". B) HRESI-MS en modo de iones positivos

para la deteccién del aducto [M + Na]™.
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Por lo tanto, la concordancia entre los espectros de la muestra purificada y el estandar
permitio concluir que el pico BPF10P2 purificado correspondia, sin lugar a dudas, al batatindsido

IX
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6.4. Ensayos de citotoxicidad y de modulacion de la resistencia

En los ensayos de citotoxicidad para los dos glicolipidos aislados se encontré que no son
citotoxicos (Clso >25 pg/mL) y, por lo tanto, se evaluaron como inhibidores de las bombas de

eflujo en las células resistentes.

Un requisito indispensable e importante para realizar los ensayos de modulacion es la ausencia de
citotoxicidad (Clso< 4 pg/mL). Esta propiedad intrinseca a la muestra de prueba es el principal criterio de
seleccion, ya que asi se puede distinguir claramente cualquier efecto de potenciacion (por inhibicion de las
bombas de eflujo) de un posible sinergismo entre un compuesto activo y la vinblastina (Figueroa-Gonzalez

etal, 2012).

En los ensayos de modulacion de los glicolipidos aislados sobre la linea resistente MCF-
7/Vin", se observo un incremento en la susceptibilidad de las células a la vinblastina desde 3 a 27
veces (Tabla 4). La reversion de la resistencia en células de cancer de mama resistentes a la
vinblastina demostré que el batatindsido 1X (2) ejerce una potenciacion de la susceptibilidad a la
vinblastina, con un factor de reversion (RF) similar a la vinblastina a una concentracion de 25
ug/mL. El batatindsido VI (1) mostré una moderada actividad, con un mayor FR para la linea

celular sensible.
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TABLA4

Ensayos de modulacion de la actividad de la vinblastina con glicolipidos aislados sobre las lineas

MCEF-7 sensible y MCF-7/Vin.

Clso (ug/mL) Factor de reversiéon®

Compuesto? MCF-7/Vin®  MCF-7/Vin* MCF-7sens  FRmcr-  FRwmcrvin®  FRmcr?

7Vin’ sens
vinblastina 1.37+0.19 1.66 £0.04 0.03+0.04

Bat VI 0.18+0.14 0.23+0.03 0.002 £ 7.6 7.2 15.0
0.001

Bat IX 0.05+0.04 0.41+0.05 0.011 + 27.4 4.0 2.7
0.006

reserpina®  0.063+0.03 0.037 +0.02 0.001 21.7 44.9 30.0
0.0007

Diluciones consecutivas de 0.000128 a 2 pug/mL de vinblastine en la presencia o ausencia del
glicolipido (25 pg/mL). "Reserpina = 5 pg/mL como control positivo °RF = ICsp Vinblastina/ICso
Vinblastina en la presencia del glicolipido. Cada valor se representa como el promedio + DE de
tres diferentes experimentos individuales.



PASANTIA DE INVESTIGACION 55

7. Conclusiones

1. Se obtuvieron dos glicolipidos a partir de la muestra comercializada como la batata de
purga (Operculina hamiltonii) en el territorio brasilefio, los batindsidos VI (1) y IX (2),
conteniendo como nucleo constitutivo al acido operculinico A macrolactonizado en la
posicion C-3 de la segunda unidad sacérida. La Unica diferencia estructural radica en el
largo de la cadena alifatica perteneciente a la longitud de la cadena hidrocarbonada del
acido esterificante, es decir, el acido decanoico para el compuesto 1y el acido dodecanoico

parael 2.

2. La cromatografia de liquidos de alta eficiencia representd una poderosa herramienta para
las resinas glicosidicas como un método de separacién y purificacion de los oligosacéridos
individuales para lograr la resolucion de estas mezclas complejas de glicolipidos.

3. Las técnicas espectroscopicas, como la resonancia magnética nuclear, y espectrométricas,
como la espectrometria de masas, constituyen una herramienta esencial para la

caracterizacion de las estructuras moleculares de los glicolipidos.

4. Seencontr6 que estos compuestos tienen una moderada actividad como inhibididores de la
resistencia cruzada a diversos farmacos citotoxicos, con lo cual este tipo de productos
naturales representan una clase prometedora de novedosos prototipos mas seguros y
eficaces para la inhibicion de las bombas de eflujo para vencer la resistencia adquirida a
los agentes antineoplasicos de uso comun en la clinica, disminuyendo sus dosis terapéuticas

efectivas y, por lo tanto, los efectos toxicos indeseables.
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