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RESUMENDELCONTENIDO:(Maximo 250 palabras)

El género Ipomoea esta representado por una variedad de especies reconocidas por sus
propiedades medicinales y terapéuticas. Sus metabolitos secundarios presentan alto potencial para
contrarrestar el efecto de las bombas de eflujo desarrolladas principalmente por bacterias Gram-
positivas, Gram-negativas y células cancerigenas. A pesar de las investigaciones que se hacen
actualmente para que las quimioterapias cumplan su objetivo, la resistencia que presentan las
células cancerigenas a agentes citotoxicos constituye un gran obstaculo para la curacion de los
pacientes ya que se han identificado varios genes, proteinas y vias metabdlicas implicados en el
fendmeno de resistencia a multiples farmacos. En este sentido, se aislaron glicolipidos mediante la
técnica de cromatografia de alta eficiencia en fase reversa y sus estructuras fueron identificadas
mediante técnicas espectroscopicas como resonancia magnética nuclear 'H, COSY, TOCSY, HSQC
y HMBC; asi como la espectroscopia de masas. Los glicolipidos aislados de [. purpurea se
identificaron como tetrasacaridos conformados por un nucleo de azlicares compuesto por una unidad
de glucosa y tres de ramnosa reportada como acido glicosidico E. Adicional a esto, se identificaron
los ésteres que se encuentran acilando este nucleo como el acido octanoico, decanoico,
hexadecanoico y octadecanoico. Las evaluaciones bioldgicas consistieron en el bioensayo de
Artemia salina para identificar la toxicidad de los extractos calculando el CLs, identificando que el
extracto hexanico fue el mas toxico a una concentracion de 314,9 ug/mL, asi como su evaluacion
para determinar su potencial como modulador de resistencia a multiples farmacos empleados en la
quimioterapia contra el cancer. EI compuesto aislado no fue citotdoxico para células MCF-7
(carcinoma de mama), HelLa (carcinoma de cérvix) y HCT-116 (carcinoma de colon) a
concentraciones 0.004-0.016 pg/mL y utilizando vinblastina y colchicina como controles positivos. En
el ensayo de modulacion, las células MCF-7 S, MCF-7/Vin- y MCF-7/Vin* fueron expuestas a
diferentes concentraciones de Vinblastina desde 0.00064- 10 ug/mL, un farmaco citotoxico empleado
principalmente para la quimioterapia contra el cancer de mama, testicular, pulmonar, de cabeza y
cuello. Se considera un agente modulador aquellos compuestos que presentan factores de reversion
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superiores al control positivo. En este ensayo, el compuesto de prueba resulto ser menos potente
que el control positivo, ya que los factores de reversion para las lineas MCF-7 S, MCF-7/Vin- y MCF-
7/Vin con reserpina como control positivo fue de 143.3, 44.2 y 16.9 mientras que el compuesto Ps-1
obtuvo valores inferiores a 2.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The genus Ipomoea is represented by a variety of species recognized for their medicinal and therapeutic
properties. Its secondary metabolites have high potential to counteract the effect of efflux pumps developed
mainly by Gram-positive, Gram-negative bacteria and cancer cells. Despite the research currently being done
so that chemotherapies meet their objective, the resistance presented by cancer cells to cytotoxic agents
constitutes a major obstacle to the healing of patients since several genes, proteins and metabolic pathways
have been identified. in the phenomenon of resistance to multiple drugs. In this sense, glycolipids were isolated
by the reverse phase high efficiency chromatography technique and their structures were identified by
spectroscopic techniques such as 'H nuclear magnetic resonance, COSY, TOCSY, HSQC and HMBC; as well
as mass spectroscopy. The glycolipids isolated from 1. purpurea were identified as tetrasaccharides consisting
of a core of sugars consisting of a unit of glucose and three of rhamnose reported as glycosidic acid E. In
addition to this, the esters that are acylating this nucleus were identified as the acid octanoic, decanoic,
hexadecanoic and octadecanoic. The biological evaluations consisted of the Artemia salina bioassay to identify
the toxicity of the extracts by calculating the LCso identifying that the hexane extract was the most toxic at a
concentration of 314.9 ug/mL, as well as its evaluation to determine its potential as Multiple drug resistance
modulator used in cancer chemotherapy. The isolated compound was not cytotoxic for MCF-7 (breast
carcinoma), HelLa (cervical carcinoma) and HCT-116 (colon carcinoma) cells at concentrations 0.004-0.016 ug
/ mL and using vinblastine and colchicine as positive controls. In the modulation assay, MCF-7 S, MCF-7 / Vin-
and MCF-7 / Vin + cells were exposed to different concentrations of Vinblastine from 0.00064-10 ug / mL, a
cytotoxic drug used primarily for chemotherapy against breast, testicular, lung, head and neck cancer. A
modulating agent is considered to be those compounds that have reversal factors superior to the positive
control. In this test, the test compound proved to be less potent than the positive control, since the reversal
factors for the MCF-7 S, MCF-7 / Vin- and MCF-7 / Vin lines with reserpine as a positive control were 143.3,
44.2 and 16.9 while compound P6-1 obtained values below 2.

APROBACION DE LA TESIS

Nombre Presidente Jurado: JHON FREDY CASTANEDA GOMEZ
Firma: %

Nombre Jurado: HANS THIELIN CASTRO SALAZAR

Firma:

Vigilada mieducacion
Laversiénvigenteycontroladadeestedocumento,solopodraserconsultadaatravésdelsitioweblnstitucionalwww.usco.edu.co,linkSistemaGestion
deCalidad.Lacopiaoimpresiondiferentealapublicada,seraconsideradacomodocumentonocontroladoysuusoindebidonoesderesponsabilidaddel
aUniversidadSurcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION SERVICIOS BIBLIOTECARIOS
DESCRIPCIONDELATESISY/OTRABAJOSDEGRADO
Ar-BB-F0-07 [INEEN 1 NEEEN 2014

fan

i Net &

CODIGO |

Nombre Jurado: ALCIDES POLANIA PATINO
1

Firma:
B P
Voo

Vigilada mieducacion
Laversiénvigenteycontroladadeestedocumento,solopodraserconsultadaatravésdelsitioweblnstitucionalwww.usco.edu.co,linkSistemaGestion
deCalidad.Lacopiaoimpresiondiferentealapublicada,seraconsideradacomodocumentonocontroladoysuusoindebidonoesderesponsabilidaddel
aUniversidadSurcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD

) J SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia

Aislamiento y Caracterizacion del Glicolipido Mayoritario de la
Especie Vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH y su Evaluacién como
Modulador de Resistencia a Multiples Farmacos en Células
Cancerigenas

Presentan:

Jonathan Andrés Huertas Beltran
Kelly Johana Mufioz Losada

Asesor

Lic. Jhon Fredy Castafieda Gomez, Ph.D

Neiva, Huila, Colombia Octubre de 2019



UNIVERSIDAD

®) SURCOLOMBIANA

Facultad de Educacion
Licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia

Aislamiento y Caracterizacion del Glicolipido Mayoritario de la
Especie Vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH y su Evaluacién como
Modulador de Resistencia a Multiples Farmacos en Células
Cancerigenas

Trabajo de Grado para optar al titulo de:

Licenciado en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia

Presentan:

Jonathan Andrés Huertas Beltran
Kelly Johana Mufioz Losada

Neiva, Huila, Colombia Octubre de 2019



Aislamiento y Caracterizacion del Glicolipido Mayoritario de la
Especie Vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH y su Evaluacién como
Modulador de Resistencia a Multiples Farmacos en Células
Cancerigenas

Presentado por:

Jonathan Andrés Huertas Beltran
Kelly Johana Mufioz Losada

Aprobado por los Jurados:

i
o
s

Lic. Alcides Polania Patifio, MSc

Fundacion Escuela Tecnoldgica de Neiva Jesus Oviedo Pérez

[N

==k

Qco. Hans Thielin Castro Salazar, Ph.D

Corporacion Universitaria Corhuila-Neiva

Octubre del 2019



Dedicatoria

Dedico este trabajo principalmente a Dios, por haberme dado fortaleza para
continuar dia a dia con mis estudios y permitir haber llegado hasta este momento tan
importante en mi vida profesional.

A mi madre, por ser el pilar mas importante y que ha sabido formarme con buenos
habitos, valores y sentimientos y por demostrarme siempre su carifio y apoyo
incondicional ayudandome a salir adelante.

A mi padre, que con sus consejos me ha guiado para culminar mi carrera
profesional y que siempre ha estado presente en los momentos dificiles para darme su
total apoyo.

A mi hermana, quien quiero mucho por compartir momentos significativos conmigo,
por darme su apoyo incondicional y por siempre estar dispuesta a ayudarme.

A mi familia, quienes me han dado su ayuda, carifio, comprensién y han sido parte
fundamental de mi vida.

A mis amigos, por brindarme su aprecio en el transcurso de mi carrera
universitaria, por compartir momentos de alegria, tristeza y sobre todo por demostrar
que siempre se pueden lograr las cosas que tanto se anhela.

A mis maestros de la Universidad Surcolombiana, gracias por su tiempo, apoyo y
por la sabiduria que me trasmitieron en mi formacion profesional.

A Kelly Johana, muchas gracias por su apoyo, tiempo y sabiduria que hicieron de
esta experiencia una de las mas especiales.

Jonathan Andrés Huertas Beltran



Dedicatoria
A Dios, a mis padres: Nelson y Nancy por su ejemplo de lucha y superacion, a mis
hermanos; Angie y Nelson por el apoyo incondicional y a Jonathan Andrés por su tiempo,
dedicacion y sabiduria, pero sobre todo por demostrarme que podemos ser grandes

amigos y compariero de trabajo a la vez.

Kelly Johana Mufioz Losada



Agradecimientos

Nuestros mas sinceros agradecimientos al maestro y tutor el Dr. Jhon Fredy

Castafieda Gomez por todo el apoyo durante este largo tiempo de ejecucion de este

proyecto, por su comprension y guia permanente durante este proceso de formacion. De

igual manera, deseo expresar nuestros eternos agradecimientos a las siguientes

instituciones y personas:

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/

L X4

X/
L X4

Al Dr. Rogelio Gregorio Pereda Miranda, por la invitacion a las instalaciones
de la facultad de quimica (UNAM), por colocar su entera disposiciéon de
equipos, materiales y reactivos del laboratorio L-123 a nuestra disposicion.
A la Dra. Mabel Clara Fragoso Serrano del departamento de Farmacia,
Facultad de Quimica (UNAM), por su ensefianza y constante asistencia
técnica en el manejo de los equipos y en las pruebas bioldgicas de
citotoxicidad y modulacion.

A los miembros del jurado: Mg. Alcides Polania Patifio de la Fundacién
Escuela Tecnoldgica de Neiva y al Dr. Hans Thielin Castro Salazar de la
Corporacion Universitaria Corhuila, por las correcciones sugeridas en el
manuscrito del presente proyecto de investigacion.

A la Licenciada Yeimis Yoana Montealegre Figueroa, coordinadora del
laboratorio de quimica de la Universidad Surcolombiana, por poner siempre a
disposicion el uso del laboratorio y por su apoyo brindado al trabajo de
investigacion.

A la Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccion Social de la Universidad
Surcolombiana por el financiamiento de este proyecto de investigacion codigo
No. 2846.

A la Universidad Surcolombiana y sus maestros por la formacion académica
para obtener el titulo de Licenciado en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y

Biologia.



Tabla de Contenido

Lo PIESENTACION ..viiiiiieieieiee ettt b e bbb 16
N 11 1) o7 Tox o] o SRS 17
3. Planteamiento del ProbIema.........ccooiiiiiiiiii e 19
R @ | o) 11/ SR 20
O €T o= | PSSP 20
4.2, ESPECITICOS. ..ttt 20

B, ANEECERUBNTES ...ttt ettt bbbttt et nre s 21
5.1.  Antecedentes NACIONAIES .........cccciiiiiiierieieieees e 21
5.2.  Antecedentes INterNaCiONAIES ..........ccuerieriieiiiiiieere e see e 22

T V- V(oo T T oo OO 25
G0 I O T ot TSSO PTTRPRTRN 25
6.2.  DESAITOIIO Y CAUSAS .....cveeireiieiieiieii sttt ene s 26
6.2.1. INAUCCION 0 INICIACION ...t 26
6.2.2. CANCET “IN ST 1viitii e it s sttt st et e e st e e snbe e e nbe e e saaeesnbeeenneeean 26
6.2.3. INVASION TOCAL ......ooviieieiiciecece e 26
6.2.4. Invasion a distancia 0 metastatizaCion ...........c.ccccevevieieieese s 26

6.3, TIPOS B CANCEN .....veiiieiie et ettt ettt st e be s be e b e s be e s e s aesteebesbeereebesaeenne e 27
TR T O O 1 o3 3 To] 1 - OSSR 27
6.3.2. ST L£o10] 1 T VTSRO UTRTRRN 27
6.3.3. T or T 4 T USRS 27
6.3.4. LINTOMA e e et nre s 27
6.3.5. IMHBIOMES. ...ttt ste et et esre e s e e besre e e e nneaneeneas 28

6.4. Medicamentos empleados en la quimioterapia contra el CANCEr...........ccccovvrreririennn. 28
6.4.1.  VINDIASTING ...coviiiieiie e et 28
B.4.2.  VINCIISTING ..ottt sttt et e e seeere e besre e e e saeeneeneas 29
6.4.3. 1ol [ D] PSS 29
6.4.4. (10> o] £ 4] o] [T - AR 30
6.4.5. 0T (o] 1] (0] (o ) | 1 - SR 30
6.4.6. [000] [od 1 Tod - KSR 31

6.4.7.  CAMPLOLECING.....ititeieieiieiete ettt ettt bbb 31



6.5. Mecanismo de resistencia a maltiples fArmacos.........c.ccccoeevviiviie i 32

6.5.1.  CEIUIAS FESISIENTIES .....eeveevieeeeieeieeie sttt neene e 32
6.5.2.  AmPIifiCaCion 08 gENES........coiiiiiiiiiiiee e e 32
6.5.3. La molécula objetivo es alterada...........cccevveviiieieieiie e 33
6.5.4. Barrera Sangre-Cerebro ... 33
6.5.5.  Resistencia multiple a 10S fArmacos ............cccuoeiirriiniinei e 34
6.6.  Multirresitencia inducida por la glicoproteina-p ........cccccvveveveiiviie v 34
6.7.  Sistema de bomba de eflUjO......c.ccoviieiiiii e 36
6.8.  Sustancias quimicas que modulan la resistencia a multiples farmacos de células de
(07 =) SRS 36
6.8.1.  TrIflUOPEIAZING.......ccviiieie e st 37
TR T2 O o] (o1 o Lo 1 - 1 NSRS 37
6.8.3.  ClOMOQUING. ...ttt b e 37
6.8.4. L@ TN o] T - SRR PSRSRSRN 38
6.8.5.  PANAXAAIOl......cciiiiiiiiieie e 38
6.8.6.  ACIdO GAMMA-IINOIEICO. ........ceeveeiereieeiee ettt 39
8.9, GHCOIPIUOS ...t e 39
6.10. Familia CONVOIVUIACEAE .........cverieiiiiiiiiie e ene s 41
TN R =Y 1= o [ o To (o =T: USRS 42
6.12. Ipomoea purpurea (L.) ROTH ..ot 42
6.13. Distribucion de Ipomoea purpurea (L.) ROTH ... 44
6.14. Cromatografia [IQUIda..........ccceeiiiiiie e e 44
6.15. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas............cccceverererierieriannns 45
B.16.  ESPECIIOSCOPIA .. vttt ettt sttt sttt bbb bbbttt b et bbb b 46
LYo 0[] [oTo - RSO PRRR 47
7.1.  Fase de campo y obtencidn de 10S eXtraCtosS .........ccveerirererieieieesese e 47
7.2.  Pruebas para identificar resinas glicOSIdiCas ..........cccovririiiriinniesseee e 47
7.2.1. KEHEM-KITHANT ... e 48
7.2.2. AANTTONE. 1.ttt ettt b bt ettt sh e e sae e sab e b b reenneas 48
7.2.3. 0] 1T ST 48
7.3.  Toxicidad de los extractos: Bioensayo Artemia Salina...........ccoceovverinenenenensininiens 48

7.4.  Fraccionamiento primario por cromatografia en columna de los extractos vegetales.. 49

7.5.  Obtencion de los acidos organicos mediante hidrolisis acida...........c.cccccevveeviieinennee, 50



7.5.1.  Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para la identificacién

de 10S ACIAOS OFJANICOS. .. ..vveviitieiie e steee sttt te st e st s et be s re et e be e esreeteesbesreenaesteeneenras 50
7.6.  Obtencidn de los &cidos glicosidicos mediante hidrélisis alcalina.............ccoccoevevnene 50
7.6.1. Peracetilacion del &cido glicosidiCO .........ccvviviiiiiiiici e 51
7.7.  Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) para la identificacion y separacion de
los acidos glicosidicos Peracetilados...........cccviiiiieiiiiiie e s 51
7.8.  Ildentificacion y purificacion de los constituyentes mayoritarios de cada extracto
MEAIANTE CLAE . ...ttt s ee et e e see s e e ntesneenee e 52
7.8.1.  Condiciones por CLAE para la identificacion de los constituyentes mayoritarios a
NIVEL BNATTEICO ...t ettt 52

7.8.2.  Purificacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de nlcleo
mediante CLAE a nivel SEMIPreparativo ...........coviireienenenieesesesese e 52

7.8.3.  Condiciones por CLAE para la purificacidn de los constituyentes mayoritarios a
NIVEl SEMIPIEPATALIVO ... ..cvviiiii ettt sre et re et e s re s e sreera et 53

7.8.4. Purificacién de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de nicleo
mediante CLAE a NIVEl @NalitiCO .......cccoiveiiiciceccce e 53

7.9.  Caracterizacion de las estructuras quimicas de los compuestos purificados por RMN y
EM. 54

7.10. Lineas celulares y CUltiVOS CEIUIAIES.........ccciiieeieie e 54
7.10.1.  SOIUCIONES ULIIIZAUAS........cceeieiieiecie e 54
7.10.2.  Descongelamiento de las lineas Celulares .............ccovviveiiiniinsenscee e 55
7.10.3.  Mantenimiento de 1as lineas CelUIares............ccocoviriiiieieiciicce e 55
7.10.4.  CoNtEO e CEAIUIAS ..ottt e 55

7.11. Citotoxicidad y modulacion de la resistencia a maltiples farmacos............cc.ccovveeennee. 56
7.11.1.  Preparacion de diSOIUCIONES........cccoiiieieiicie et 56
7.11.2. Bioensayo de CIitotoXiCidad ..........c.ccvviieiiiieiiie e 57
7.11.3.  Ensayo de MOdUIACION ..o e 58
Resultados y Analisis de ReSUIAUOS ...........ccureiiiiiiiieiee e 59

8.1.  Fase de campo y obtencion de 10S eXtraCtoS .......c.ccveeverierirrieieieeseee e 59

8.2.  Pruebas de identificacion de resinas glicoSidiCas. .........covvrerverieieninnieneneseseeeeeeees 59
8.2.1. Prueba de Keller-Killiani ...........c.cccovveiiiiiic e 60
8.2.2. Prueba de ANTIONE.........ccoiiiie ettt 60
8.2.3. Prueba de MOLISCR ..o e e 61

8.3.  Toxicidad de los extractos: Bioensayo Artemia salina..........ccccovevvvienenenenciecnnnn 61

8.4.  Fraccionamiento primario por cromatografia en columna de los extractos vegetales. . 64



8.4.1. Fraccionamiento primario del extracto heXanico ...........cccoeevvivevc v ciccc i, 64

8.4.2. Fraccionamiento primario del extracto cloroformico..........cccccoevvevverevniierieinennns 65
8.4.3. Fraccionamiento primario del extracto metanolico..........ccocvevvvivvieveieierinieniannns 67
8.4.4. Fracciones seleccionadas para analisis............ccoceveiieiiiiiiie i 69
8.5.  Obtencion de los acidos organicos mediante hidrdlisis &cida.............ccocvvvvvrervevennnne. 70
8.5.1.  Cromatograma de gases de la subfraccion A (H-1X) ..o 70
8.5.2.  Cromatograma de gases de la subfraccion B (C-X) ......cccccceveviveiieieiiecvennseenn, 72
8.5.3.  Cromatograma de gases de la subfraccion D (M-XV1)......c..cccocvevevivivevenncinenn. 74
854,  ACIHO tIGIICO.....cvucveceicicececteeecee ettt 76
8.5.5.  ACIHO BULANOGIOICO .......eveeeeececesee ettt 78
8.5.6.  ACIHO PrOPANOICO ........cevevereeiceeteeeses ettt ettt 80
8.5.7.  ACIHO OCLANOICO........cuvereieeieeeeeeieeestee et es sttt ne st 82
8.5.8.  ACIHO HECANOICO. .......cevecveeeiiceceeieeste ettt 84
8.5.9.  ACIdO hEXAUECANOICO ........cvevevecerceieieeie et 86
8.5.10.  ACIO OCtAAECANOICO .......v.ceeveceecerceee ettt sttt 88
8.6.  Obtencidn de los acidos glicosidicos peracetilados............ccouveiireiineinenneiieieiens 91
8.7. ldentificacion y purificacion de los constituyentes mayoritarios de cada extracto
MEAIANTE CLAE ... et ettt et s e bt s b e ebese et et e e eneenenrens 92
8.7.1. Perfiles cromatograficos para la identificacion de los constituyentes mayoritarios
A NIVEL ANAITHICO .....ecviicc e 93
8.7.2.  Purificacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de nlcleo
mediante CLAE a nivel SEMIPreparativo ..........cccoveiriieieneneeesesesese e 95
8.7.3. Purificacién de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de nicleo
mediante CLAE a NIVl @NalTItICO .......cccovviiiieieieccs e 97
8.8.  Caracterizacion de las estructuras quimicas de los compuestos purificados................. 98
8.8.1.  Empleo de latécnica RMN: COSY .....coiiiiiiiiiiiiiise e 100
8.8.2. Empleo de la técnica RMN: HSQC..........coiiiiiiiiieeeeeee e 102
8.8.3.  Empleo de latécnica RMN: HMBC ..o 105
8.8.4. Identificacion de la aglicona metilada del compuesto mayoritario.................... 107
8.8.5. Determinacion de la estructura quimica del compuesto minoritario.................. 108
8.9.  Citotoxicidad y modulacion de resistencia a multiples farmacos..........ccoccecevvervenennns 111
8.9.1. (071 (0] 1) (o1 T - o SR 111

8.9.2. IMIOTUIACTON ... e e e e et e e e e et e e e ee e e e aeeeeeenae 112



S 0] 0 Tod (1Y o] o I-T- TR

O = L] = = g ToT TR

11. Anexos



Indice de Tablas

Tabla 1: AntecedenteS NACIONAIES. .........coviiiiieiiiiee ettt 21
Tabla 2: Antecedentes internacionales sobre aislamiento y caracterizacion de compuestos
quimicos de especies vegetales del género IPOMOBA. ........cccevveveiiiiievie s 22
Tabla 3. Clasificacion de toxicidad de acuerdo a la concentracion letal media. ...........cccocvvvnene 49
Tabla 4. Diluciones para el control POSITIVO ........ccveiiieiieic e 56
Tabla 5. DIlUCIONES Al COMPUESTO ......vveiiieiie ettt st st sre et b e e 56
Tabla 6. Lineas celulares implementadas en el ensayo de modulacion ............c.cccovevniiicinnne. 58
Tabla 7. Resultados obtenidos en la prueba de identificacion de resinas glicosidicas mediante la
técnica de cromatografia en capa fina de 10S extractos Crudos...........ccevvevveiviiesievenesesieeeeeene 59
Tabla 8. Resultados de las pruebas cualitativas para la identificacion de carbohidratos. ............ 60
Tabla 9. Concentracion de letal media (CLso) para los extractos hexanico, cloroférmico y
metanolico de la especie IPOMOBA PUIPUIEA. ........c.ccveveiieiieiieceeie st sre st sre st sre e 63
Tabla 10. Numero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto
PEXANICO. 1.ttt bRt E Rt e bt ne e 64
Tabla 11.Numero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto

(o 0] (0] (o] 1 01 Tolo TSRS 66
Tabla 12.Numero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto
L0021 010 T o OSSPSR 68
Tabla 13. Compuestos volatiles presentes en la subfracCcion A. ... 70
Tabla 14. Compuestos volatiles presentes en la subfraccion B...........cccccceveviiievic v, 73
Tabla 15. Compuestos volatiles presentes en la subfraccion D. .........cccccoeveviiieiiie e, 74
Tabla 16. Descripcion de los cortes realizados a la muestra A en escala semipreparativa. ......... 95
Tabla 17. Descripcion de los cortes realizados a la muestra B en escala semipreparativa. ......... 96
Tabla 18. Datos espectroscopicos de RMN tH y 3C del compuesto Ps-4 ..........ccccovvvvvviririnnnne. 105
Tabla 19. Actividad citotoxica del COMPUESLO Pe-1 .........ccovririieriiiinieireiee s 112

Tabla 20. Bioensayo de modulacion del compuesto Pg-1. .........cccvviiiriinnnnnineenscseeenes 113



Indice de Figuras

Figura 1. Proliferacion incontrolada de células cancerigenas. .........cceccevveeeciesieeeeseseeseesveenene, 25
Figura 2. Estructura quimica de 1a VINDIAStiNG. ........cceevereririniiiieee e 28
Figura 3. Estructura quimica de 12 VINCIISTING..........couriririeririieeeeriece e 29
Figura 4. Estructura quimica del paclitaXel..........cccveveeieiiiiceececeeeee e 29
Figura 5. Estructura quimica de dOXOrTUDICING. .......ccueueirueriririeiiieereece e 30
Figura 6. Estructura quimica de la podofilotoXina. .........ccccevieeeveiiecesiceeeceeee e 30
Figura 7. Estructura quimica de 1a COICNICING. ........cceecvevieiiiceee e 31
Figura 8. Estructura quimica de 1a CAmPLOLECING. .......c.evveueririeririerieierieereeere e 31
Figura 9. Mecanismo de amplificacion de genES. .......ccceeveviieeieeieeece e 33
Figura 10. Mecanismo por el cual la molécula de destino es alterada. ..........cccoceeevererenireninennee 33
Figura 11. Mecanismo de accion de la glicoproteina-p. .......cccoeeveerieinieineieneseeseeseeeieae 34
Figura 12. Analogia del mecanismo de accidn de la glicoproteina-p ........ccccceeeevveveseevieseenenne. 35
Figura 13. Representacion de la glicOproteina-p.........ccoveerererieerieenieinieesieese e 36
Figura 14. Estructura quimica de la trifluOperazina. ..........cccceeeeveeiieeceereceece e 37
Figura 15. Estructura quimica de 1a CICIOSPOrING A. .....ccueeveiiiiieriecieeeece et 37
Figura 16. Estructura quimica de la CloroqUING. ..........ccoveerieenieinieinieie e 38
Figura 17. Estructura quimica de 1a qUEICELING. ........cecvevueeeeriiceete e 38
Figura 18. Estructura quimica del panaxadiol............cecourerieirieinieinieireeseese e 39
Figura 19. Estructura quimica del &cido gamma-linoleico...........cccveveeveeeeceseciececeeeeee, 39
Figura 20. Estructura general de un glicolipido. ........cceeuieiiiiiieieceeeceeee e 40
Figura 21. Especies de Convolvulacea y su forma de crecimiento.........ccoccevveeverievierieeeeeeennn, 41
Figura 22. Flor de Ipomoea purpurea (L.) ROTH .....coo ittt 43
Figura 23. Semillas de Ipomoea purpurea (L.) ROTH .....ccoooiiirvecieeeeeeeeeee e 43
Figura 24. Separacion de un compuesto mediante la técnica de cromatografia liquida............... 45
Figura 25. Descripcion de cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas. ........... 45
Figura 26. A) Material vegetal pulverizado y homogéneo. B) Extracto hexanico, cloroférmico y
MEtaNBliCO reSPECLIVAMENTE. ........eiviieieieieieee ettt et st sa e se e ene e 59
Figura 27. REACCION A8 ANTIONA......c.ecuiiuiitietiiesteeeeeeete ettt e e se e seebestesseste s e e e e eseenens 60
Figura 28. ReacCion de MOIISCR.........ccuiiieiiiieeececeees ettt sttt 61
Figura 29. A) Eclosién de los huevos de Artemia salina. B) Larva o nauplio de A. salina. C)
Evaluacion de la toxicidad de los extractos por triplicado. D) Monitoreo de letalidad. .............. 61
Figura 30. Porcentaje de letalidad de A. salina en funcion de la concentracion de los extractos
(MQ/L) @ 24N A€ BXPOSICION. .....veivireieieietieteete ettt et ettt et e s e e e e eseebeesesbessesenaenseneenens 62
Figura 31. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azlcares del extracto hexanico. ....... 65

Figura 32. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azucares del extracto cloroférmico.. 67
Figura 33. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azucares del extracto cloroférmico.. 69

Figura 34. Perfil cromatogréfico de 1a SubfracCion A.........cooovereieieieeceeeeee e 70
Figura 35. Perfil cromatografico de la subfracCion B ...........ccoceeveieieieiiicececeeeeee e 72
Figura 36. Perfil cromatogréfico de 1a subfracCion D.........ccccovererieieieiiniceceesee e 74

Figura 37. Representacion estructural del &Cido tigliCo. ......cccvveverieieieieeeeeeeeeee e 76



Figura 38. Espectro de masas experimental para el 4Cido tiglico. .......ccoeveveiireiinenncrirence 77

Figura 39. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el &cido tiglico ............. 77
Figura 40. Fragmentacién de la molécula del &cido tiglico. .......cccevveveveeeececiceceeeeeeee, 78
Figura 41. Representacion estructural del cido butanodioico 0 SUCCINICO.. ......cceceerveirierinicnee 78
Figura 42. Espectro de masas experimental para el acido butanodioico...........cccceevevevieiveennnne. 79
Figura 43. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el &cido butanodioico... 79
Figura 44. Fragmentacion de la molécula del 4cido tiglico. .......c.coeeiriniicinnncccceee 80
Figura 45. Representacion estructural del 4cido propanoico 0 propionico. .........cccceeevevverveennenne. 80
Figura 46. Espectro de masas experimental para el 4Cido propanoiCo........c.ccceeerereriererierinuenns 81
Figura 47. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el acido propanoico...... 81
Figura 48. Representacion estructural del 4cido octanoico o caprilico.........cccoovevvevirvevienieennenne. 82
Figura 49. Espectro de masas experimental para el 4Cido 0CtanoiCo. .........ccccceveererericnirieniniennee 83
Figura 50. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el &cido octanoico. ....... 83
Figura 51. Fragmentacion de la molécula del 4cido OCtanoiCo. .........c.ccevveerieireinieirereeiee 84
Figura 52. Representacion estructural del &cido decan0ico 0 CapriCo. .......cocecvrveerierereenerieririennes 84
Figura 53. Espectro de masas experimental para el 4cido decanoico. .........cccecvevveveeveviesreennenne. 85
Figura 54. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el &cido decanoico. ...... 85
Figura 55. Fragmentacién de la molécula del &cido 0Ctan0iCo. .........ccceveeeecereceececeeeeceeene, 86
Figura 56. Representacion estructural del 4cido hexadecanoico o palmitico.........ccccecvevverveeneee. 86
Figura 57. Espectro de masas experimental para el &cido hexadecanoico. ...........c.cccevervrereruenee 87
Figura 58. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el acido hexadecanoico.88
Figura 59. Representacion estructural del &cido octadecanoico 0 eStearico. ..........ccceevevveeerennee. 88
Figura 60. Espectro de masas experimental para el &cido octadecanoico..........ccccccvevveveneenennee. 89
Figura 61. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el 4cido octadecanoico. 90
Figura 62. Perfil cromatogréfico de los acidos glicosidicos peracetilados. ............ccceevevveeenennee. 92
Figura 63. Perfil cromatografico de 1a MUESLra A.........couveviiiiiieeieeceeeceeeee et 93
Figura 64. Perfil cromatografico de 1a muUeStra B. ........ccoccvevviiieieiicciececeeese e 94
Figura 65. Cromatograma a nivel semipreparativo de la muestra A..........ccocveveeveenenceerieseeenenne. 95
Figura 66. Cromatograma a nivel semipreparativo de la muestraB..........ccccoeevevveveeeevienreenenne. 96
Figura 67. Purificacion a escala analitica del Psde lamuestra A..........cceeveeeeveseniesicieeeeen, 97
Figura 68. Purificacion a escala analitica del Pgde la muestra A...........ccoeveveeveneviecieieeeeen, 98
Figura 69. Espectro RMN *H (900 MHz, en Piridina) del compuesto Ps-4. ........ccccovveuvevevenen.e. 100
Figura 70. Espectro *H — H COSY del COMPUESLO Pa-4. ......cveveueeverireieereieeeeieeeeeeveee e 101
Figura 71. Representacion esquematica de sefiales mostradas en el espectro RMN: COSY..... 102
Figura 72. Espectro HSQC del compuesto P4-4 Mayoritario. .......ccocceeveeereeneeieneneesieseeceens 103
Figura 73. Espectro HSQC del COMPUESLO Pa-Z........oovieeieiiiieieieseeese ettt 104
Figura 74. Conectividades C — H a tres enlaces (*Jc.n) para el establecimiento de las secuencias

(o[-0 ] FToTo1S] Lo o o 4 OSSOSO 106
Figura 75. Espectro HMBC del compuesto P-4 donde se observa las correlaciones 3Jc.4 para la

identificacion de la secuencia de glicoSIdaCiON..........ccuecuieiiiiiieiece et 107
Figura 76. Acido operculinico E MEtHAd0. ............cceeveeveeceiieeieeseeeeeeeeeeeee s 108

Figura 77. Espectro HMBC para la identificacion de los carbonos carbonilos...............c.c....... 109



Figura 78. Espectro COSY de protones esterificados del compuesto Ps-4 minoritario. ............ 110
Figura 79. Estructura quimica del compuesto P-4 Minoritario. .........cccoceeveevieeeveseeceseneenns 111



1. Presentacion

El género Ipomoea esté representado por una variedad de especies reconocidas por
sus propiedades terapéuticas. Sus metabolitos secundarios presentan alto potencial para
atenuar el cancer. A pesar de las investigaciones que se hacen actualmente para que las
quimioterapias cumplan su objetivo, la resistencia que presentan las células cancerigenas
a agentes citotoxicos constituye un gran obstaculo para la curacion de los pacientes ya que
se han identificado varios genes, proteinas y vias metabdlicas implicados en el fendmeno
de resistencia a multiples farmacos.

Hasta el momento, el mecanismo de resistencia més estudiado es hacia la
glicoproteina-p que actta como una bomba de eflujo que impide que los
quimioterapéuticos ejerzan su accion al interior de las células. Para lograr reducir el efecto
de la glicoproteina-p, se propuso en esta investigacion aislar y caracterizar el glicolipido
mayoritario de la especie vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH y evaluar su potencial
como modulador de resistencia a multiples farmacos en células cancerigenas.

Como herramientas béasicas de aislamiento y purificacion del glicolipido, se empled
la técnica de Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). Nuestros hallazgos
permitieron confirmar ain mas el potencial de las glicolipidos para modular la resistencia

a multiples farmacos producidos por las células de cancer.



2. Justificacion

El cancer tiene grandes repercusiones sociales, econémicas y emocionales que
afectan no solo a las personas del departamento del Huila, sino a todo el pais y el mundo
entero. Los crecientes indices de mortalidad sobre el cancer ameritan intervenciones
oportunas y certeras sobre el avance en el conocimiento cientifico, y en el desarrollo
tecnoldgico para conocer y controlar esta enfermedad. Un estudio realizado por el
Instituto Nacional de Cancerologia en el afio 2016, indic6 que el cancer de estomago es la
mayor causa de mortalidad en hombres con 119 casos registrados, seguido de préstata,
traquea, bronquios y pulmon, higado y colon. Por otro lado, las causas mas comunes de
mortalidad en mujeres se debieron a cancer de estdmago con 73 casos reportados, seguido
de mama, cuello uterino, trdquea, bronquios y pulmén, colon y ovario.

Es conveniente buscar diferentes métodos que ayuden a los tratamientos contra el
cancer, en especial, con los que se encuentran relacionados con los mecanismos de
resistencia que desarrollan las células a los quimioterapéuticos. Uno de los mecanismos
que desarrollan las células cancerigenas para evitar que los farmacos ingresen al interior
de la célula, es la formacién de glicoproteinas como la P-gp que actian como bombas de
eflujo a nivel transmembranal. En este contexto, se plantea en esta investigacion, la
busqueda de un inhibidor tipo glicolipidico de la P-gp de origen natural y que sea aislado
de una especie del Huila, especialmente, de la familia Convolvulaceae, con igual o mejor
potencial que los descubiertos hasta el momento para que pudiera convertirse en otra
alternativa en la quimioterapia contra el cancer.

Colombia por ser un pais con mayor expresion de la diversidad bioldgica en todos
los niveles, y con un gran nimero de especies de Convolvulaceas que aun no han sido
muy exploradas en nuestra region, pero con varios reportes relacionados con el empleo de
azUcares ligados a cadenas de acidos grasos, las cuales han demostrado actuar como
moduladores de farmaco-resistencia en células cancerigenas, seria muy interesante en esta
investigacion, el aislamiento de glicolipidos de especies autoctonas y el conocimiento de

su diversidad estructural y su potencial para modular la P-gp con el objetivo de revertir la



resistencia a multiples farmacos. La especie vegetal Ipomoea purpurea hace parte de la
gran variedad de plantas que podemos encontrar en el Huila, empleada como
antiparasitario, ya que sus hojas molidas se usan como purgante, por lo que surge la
necesidad de ampliar los conocimientos cientificos de esta especie medicinal.

Debido a que no se han reportado grandes estudios sobre la especie Ipomoea
purpurea, el propdsito de este proyecto investigacion es aislar y caracterizar el glicolipido
mayoritario de la especie Ipomoea purpurea mediante métodos cromatograficos y
espectroscopicos y evaluar su actividad como modulador de resistencia a multiples

farmacos en células de cancer de mama.



3. Planteamiento del Problema

En las Gltimas décadas, el cancer ha sido uno de las enfermedades con mayor tasa
de mortalidad en diferentes paises. En el departamento del Huila, se ha registrado elevados
indices de muerte por cancer de estbmago y mama, debido a la resistencia generada por
este tipo de células a los agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, en los Gltimos afios se
han llevado a cabo investigaciones sobre el descubrimiento de moduladores que ayudan a
contrarrestar la resistencia a multiples farmacos de células cancerigenas.

En consecuencia, es preciso determinar la importancia de la necesidad de descubrir
moléculas nuevas que modulen la resistencia a farmacos y que permitan reducir la tasa de
mortalidad producida por el cancer. Actualmente, en Colombia no se han encontrado
estudios fitoquimicos ni bioldgicos relevantes acerca de moduladores del cancer
provenientes de la especie Ipomoea purpurea.

Asi mismo, es necesario llevar a cabo investigaciones que permitan el aislamiento
y la identificacién de compuestos quimicos presentes en las especies vegetales que se
encuentran en el Huila y realizar su evaluacion como moduladores de resistencia a
multiples farmacos de las células cancerigenas. Por tal motivo, se plantea la siguiente
pregunta problema:

¢Cual es el glicolipido mayoritario de la especie Ipomoea purpurea y qué efecto
tiene como modulador de resistencia a multiples farmacos de las células de cancer de

mama?



4.1.

4.2.

4, Objetivos

General

v" Identificar el glicolipido mayoritario de la especie vegetal Ipomoea
purpureay evaluar su potencial como modulador de resistencia a multiples

farmacos en células de cancer de mama resistente a vinblastina.

Especificos

v" Extraer los glicolipidos de las partes aéreas de la especie Ipomoea purpurea
con disolventes de diferente polaridad.

v" Determinar la concentracion letal media (CLso) de los extractos obtenidos
mediante el bioensayo con Artemia salina.

v" Purificar los extractos obtenidos mediante cromatografia de columna
abierta.

v" Llevar a cabo la hidrdlisis acida y alcalina de las fracciones mayoritarias
para la identificacion de los acidos grasos y el &cido glicosidico.

v’ Establecer las condiciones 6ptimas de purificacién del glicolipido
mayoritario mediante Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)

v" Determinar la estructura quimica del compuesto aislado mediante técnicas
espectroscopicas de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria
de masas (EM).

v' Evaluar el glicolipido mayoritario contra lineas celulares de cancer de

mama resistentes a vinblastina.



5.

Antecedentes

Una vez revisada la literatura con la que cuenta la biblioteca de la Universidad

Surcolombiana tales como las publicaciones en bases de datos y algunos estudios que se

relacionan con el tema a estudiar, no se encontraron estudios locales, por consiguiente, se

procede a mencionar los estudios encontrados a nivel nacional e internacional.

5.1. Antecedentes Nacionales

Tabla 1: Antecedentes Nacionales.

Titulo de

. L Objetivos
investigacion

Aspectos Metodolégicos

Principales Hallazgos

Evaluar la accion
ejercida por las
fracciones
provenientes de C.
spinosa (P2Et) y P.
alliacea (FAST-8) en
lineas celulares

Modulacién de
la actividad de
los farmacos
antitumorales de
uso
convencional por
fracciones de C.

spinosa 'y P. tumorales humanas de

alliacea. Leucemia y mama de
humano y ratén, y su

(Castafieda, posible efecto

2011) modulador a farmacos

antitumorales como
doxorrubicina,
vincristina, taxol y
camptotecina.

Las células fueron
mantenidas en un medio
RPMI 1640 suplementado.
Los métodos de andlisis
fueron: efecto citotdxico
de las diferentes fracciones
sobre las células
tumorales, ensayos de
clonogenicidad de células
tumorales, medicién del
potencial de la membrana
mitocondrial evaluada por
citometria de flujo usando
la sonda catidnica
lipofilica (JC-1), ensayo de
la actividad caspasa 3 in
vitro, el ensayo de
Anexina V/IP para la
diferenciacion de apoptosis
y necrosis, choque térmico
y tratamientos con las
fracciones, obtencién de
proteinas y analisis por
Western Blot.

Se concluye que las
fracciones PoEt y FAST-8
tienen citotoxicidad sobre
las células tumorales,
modulan la HSP7o e
influyen muerte por
mecanismos que son
dependientes del tipo
celular. Ademas, se pudo
observar que las fracciones
complejas obtenidas de las
plantas pueden ser usadas
en combinacion con
farmacos convencionales,
de tal forma, que pueden
promover la actividad de la
droga o algunas veces,
aumentar la resistencia de
las células tumorales.




Titulo de
investigacion

Objetivos

Aspectos Metodoldgicos

Principales Hallazgos

Caracterizacion
ecologicay
fitoquimica de la
batatilla Ipomoea
purpurea L. Roth
(Solanaceae,
Convolvulaceae) en
el municipio de
Manizales

(Arias, L6pez,
Bernal, & Castafo,
2011)

Realizar una
caracterizacion
ecoldgica (insectos
asociados, flora
acompanante),
fitoquimica y efecto
biocida en batatilla
Ipomoea purpurea
L. Roth (sustancias
presentes en
semillas).

Para este estudio se
seleccion, recolecto y
caracteriz6 la Ipomoea
purpurea en fincas de las
veredas Bajo Tablazo y
Agua Bonita. Los métodos
de analisis fueron: pruebas
fitoquimicas empleando el
analisis bromatoldgico,
extraccion de alcaloides
de semillas de Ipomoea
spp., pruebas del efecto
del extracto en
Cosmopolites sordidus y,
por ultimo, utilizaron los
bioensayos como
evaluadores de los efectos
generales del extracto
puro.

El resultado del anélisis se
destaca por la presencia
(por posible
bioacumulacion o
traslocacion hacia las
semillas) de metales
pesados como Hierro (59,83
mg/kg), Cobre (15,95
mg/kg), Manganeso (17,34
mg/ kg) y Zinc (39,03
mg/kg). Ademas, la
extraccién de alcaloides a
partir de semillas de
Ipomoea purpurea obtuvo
como resultado un volumen
final de 2,5 mL de una
sustancia de color verde-
oscuro, turbia, sin
diferenciacion de fases,
inodora, no grasosa y de
apariencia un poco densa.
Finalmente, la capacidad
del extracto sobre la plaga
(picudo negro), y los
cambios de
comportamiento, precisaron
la utilidad biocida de las
sustancias contenidas en las
semillas de Ipomoea
purpurea.

5.2. Antecedentes Internacionales

Tabla 2: Antecedentes internacionales sobre aislamiento y caracterizacién de compuestos quimicos de
especies vegetales del género Ipomoea.

Titulo de la _ Aspectos -
Investigacion Objetivos Metodolégicos Principales Hallazgos
Aislamiento, Purificar algunos de los  Se purificaron los Se aislaron varios

purificacion y
caracterizacion
estructural de
glicolipidos presentes
en fracciones de las
resinas de Ipomoea
intrapilosa ROSE.

(Diaz, 2009)

constituyentes
individuales de la
resina glicosidica de
Ipomoea intrapilosa
ROSE vy establecer su
estructura quimica.

compuestos presentes
mediante reciclaje de
picos por cromatografia
de liquidos de alta
resolucién. Finalmente,
se registraron los datos
espectroscopicos de los
compuestos.

constituyentes
minoritarios. El
metabolito aislado
consiste en un
lipopentasacarido
macrolacténico.

Purgina I, un dimero
de tipo éster de la
resina glicosidica de

Realizar una
reinvestigacion del
extracto soluble en

Se utilizé la
cromatografia HPLC
de reciclado a escala

Se purificaron cuatro
nuevos glicdsidos
como pentasacaridos,




Ipomoea purga como
inhibidor de bombas de
eflujo.

(Castafieda-Goémez,
Figueroa-Gonzalez,
Jacobo, & Pereda-
Miranda, 2012)

cloroformo de las
partes aéreas de
Ipomoea purga para la
identificacion de
inhibidores de
resistencia a multiples
farmacos de
mamiferos.

preparativa para
purificar los nuevos
glicésidos de las
resinas. Las estructuras
se establecieron
mediante
espectroscopia RMN y
MS. La modulacion de
la resistencia a
maultiples farmacos se
evalu6 en células de
carcinoma de mama
humano resistentes a
vinblastina.

(purginésidos) y
dimeros de tipo éster
del &cido operculinico
con tres residuos de
acilacion diferentes en
unidades monoméricas.
La Purgina Il mejoro la
actividad de la
vinblastina a 25 pg/mL.

Purificacion de
glicolipidos de interés
agricola y medicinal a
partir de la planta
Ipomoea tricolor CAV.

(Villeda, 2006)

Purificar algunos de los
constituyentes
individuales de la
fraccion 38-40 (soluble
en metanol) del
extracto cloroformo-
metandlico de Ipomoea
tricolor CAV.

La fraccion 38-40
seleccionada se analizo
mediante HPLC. Se
buscaron las
condiciones dptimas de
mejor resolucidn de sus
constituyentes. Fueron
probadas varias fases
estacionarias y moviles.
Se purificaron algunos
de los compuestos
presentes, llevando a
cabo numerosas
inyecciones.
Finalmente, se
registraron los datos
espectroscopicos de los
compuestos
purificados. El
compuesto mayoritario
purificado se identifico
mediante RMN.

El compuesto
purificado coincidié
con la tricolorina I,
metabolito
anteriormente descrito
en la especie vegetal.
La fraccién metandlica
del extracto de Ipomea
tricolor contiene
algunos separacién en
forma natural se ve
dificil. La acetilacion
de la muestra permite
caracterizar los nucleos
bésicos.isbmeros cuya

Resinas glicosidicas de
semillas Ipomoea alba
como potencial
quimiosensibilizador en
células de carcinoma de
mama.

(Cruz-Morales, y
otros, 2016)

Aislar y elucidar
nuevos glicésidos de
Ipomoea alba como
posibles agentes
modificadores de
resistencia de células
de mama a maltiples
farmacos.

Los compuestos fueron
purificados del extracto
soluble en cloroformo.
Se utiliz6 una
combinacion de
espectroscopia de
RMN y espectroscopia
de masas para la
elucidacion estructural.
La potenciacion de las
células de carcinoma de
mama se evalud
mediante ensayos de
modulacioén.

Se obtuvieron seis
nuevos glicésidos de
Ipomoea alba. Los
albinosidos aislados
ejercieron potenciacion
maés fuerte de la
susceptibilidad a la
vinblastina a una
concentracion de 25
pg/mL.




Caracterizacién de un
extracto de Ipomoea
batatas para ser
utilizado en calidad de
base nutritiva en
medios de cultivo.

(Lobaina, Rodriguez,
& Zhurbenko, 2007)

Caracterizar un
extracto nutritivo de
Ipomoea batatas
obtenido por un
método hidrolitico,
con el fin de emplear
el extracto como base
nutritiva para el
cultivo de diferentes
especies microbianas.

A 3 lotes industriales de
10 kg de extracto de
Ipomoea batatas se hizo
el proceso hidrolitico
recomendado. Se
establecieron las
condiciones de
temperatura y pH
Optimas para garantizar
la actividad enzimatica.
Se realiz6 la
caracterizacion
organoléptica y
fisicoquimica.
Posteriormente, se
usaron cepas de bacterias
y levadura para evaluar
la capacidad de
promocion del
crecimiento microbiano.

El estudio demostro la
presencia de
aminodacidos esenciales
para los
microorganismos,
como lo son triptéfano,
cistina y caseina. Se
demostrd la capacidad
del extracto vegetal
como Unica fuente de
nutrientes a diferentes
concentraciones para
promover el
crecimiento de
bacterias y levaduras.
El extracto no contiene
compuestos
antibacterianos ya que
se obtuvo valores
similares a los
obtenidos en un medio
de referencia de agar
triptona soya.

Marubajalapinas, I-VII,
nuevas resinas
glicosidicas solubles en
éter de Pharbitis
purpurea.

(Ono, Ueguchi,
Murata, Kawasaki, &
Miyahara, 1992)

Aislamiento y
elucidacion
estructural de nuevas
resinas glicosidicas
(marubajalapinas) de
Pharbitis pupurea
solubles en éter.

Los glucdsidos se
aislaron mediante la
cromatografia en
columnay cromatografia
liquida de alta eficiencia
y se identificaron por
RMN y espectroscopia
de masas.

Se aislaron las
marubajalapinas I-VIlI,
como tetrasacaridos del
acido operculinico E.




6. Marco Tedrico

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, en el afio 2015, aproximadamente 8.8
millones de personas fallecieron a causa del cancer, siendo una de las principales causas
de muerte en el mundo. En Colombia se registra que los principales tipos de cancer son
de pulmon, higado, estdbmago, colon y mama presentandose cerca de 71.000 casos de
cancer anualmente, de los cuales 104 personas mueren cada dia por esta enfermedad. En
el 2016, el departamento del Huila registré 119 victimas de cancer de estdmago en
hombres, en contraste con esta enfermedad en mujeres, dentro de las cuales alrededor de
69 victimas fueron reportadas con cancer de mama (Instituto Nacional de Cancerologia,
2016).

6.1. Cancer

Segun la (Organizacion Mundial de la Salud, 2017) el cancer representa un proceso
de crecimiento y diseminacion incontrolada de células. Por otro lado, la (Fundacion para
la Excelencia y la Calidad de la Oncologia, 2017) define el cancer como un crecimiento
descontrolado de células en alguna parte del cuerpo; en efecto autores como (Huerta,
2014) (Varela, 2002), (Mehta & Zahid, 2009) definen el cancer en términos singulares
partiendo desde el mismo origen. De este modo, (Cairns, 1981) en su libro titulado
“cancer: ciencia y sociedad” define concretamente que “cada cancer procede de una sola
célula que traspasa sus limites territoriales y es capaz de formar una linea celular que se

produce sin limites.”

N
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Figura 1. Proliferacién incontrolada de células cancerigenas. A. Las células normales se dividen en forma

controlada, cuando una célula desarrolla una mutacién u otra alteracion activa el proceso de apoptosis. B.

Las células cancerigenas desarrollan mutaciones que no son reparadas y pierden la capacidad para morir.
Tomado de: (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2017)
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6.2. Desarrollo y causas

El cuerpo humano esta conformado por billones de células diferentes en forma,
tamarnio, distribucion y funcidn, considerada como la estructura funcional de cada ser vivo.
Segln (Cairns, 1981) el cuerpo humano contiene aproximadamente diez billones de
células. Actualmente, la Fundacion para la Excelencia y la Calidad de la Oncologia 2017,
expresa que durante la division celular la transformacion de las células normales en células
cancerigenas surge por el dafio del ADN, dando paso a la creacion de células incapaces
de controlar su crecimiento y division. Esta division celular incontrolable forma masas o
tumores en los 6rganos donde se origina la proliferacion, denominadas tumores primarios.
Existen tumores no cancerosos que no migran a otras partes del cuerpo, por ende, no
generan metastasis. Por otro lado, las células malignas cancerigenas son capaces de
invadir 6rganos vecinos a su lugar de origen y extenderse por la sangre a otros lugares
lejanos creciendo en ellos, produciendo tumores secundarios conocidos como metéstasis.

La carcinogeénesis se le conoce entonces como el proceso de mutacion producida del
ADN en células sanas y diferentes estudios ha llegado a reconocer sus cuatro fases, asi:

6.2.1. Induccion o iniciacion

Aparece la mutacion del ADN que convierte a las células sanas en células
cancerigenas: division incontrolada, invasion local y de diseminacion incontrolada.

6.2.2. Cancer “in situ”

Incremento de células cancerigenas en el 6rgano o tejido de origen, produciendo el
tumor primario.

6.2.3.  Invasion local

Expansién del tumor primario a zonas vecinas del punto de origen, expresando los
primeros sintomas.

6.2.4. Invasion a distancia 0 metastatizacion

Las células cancerigenas se trasladan a otros 6rganos o tejidos lejanos por medio del
torrente sanguineo o el sistema linfatico originando tumores secundarios denominados

metastasis.



Actualmente, existen gran variedad de agentes que causan el cancer en los seres
humanos, algunas de ellas son los agentes ambientales, radiacion solar, asi como la
inactividad fisica, factores de dieta, obesidad, tabaquismo, alcoholismo, herencia,
también, agentes infecciosos como parasitos, virus, bacterias (Partanen, Monge, &
Wesseling, 2009).

6.3.  Tipos de cancer

Segun (Instituto Nacional del Cancer, 2017) el cancer, se clasifica dependiendo de
la ubicacion o las funciones de las células en donde surgen los diferentes tipos de tumores
dependiendo del tejido, asi:

6.3.1. Carcinoma

Grupo de células epiteliales anormales que permanecen en el mismo lugar en el que
se forman. Estas células, se pueden volver cancerosas y diseminarse hasta los tejidos
vecinos sanos. Los carcinomas son los tipos mas comunes de cancer.

6.3.2. Sarcoma

Los sarcomas son canceres que se forman en el tejido éseo y tejidos blandos,
incluyendo masculos, tejido adiposo (graso), vasos linfaticos, sanguineos, tendones y
ligamentos (tejido fibroso).

6.3.3. Leucemia

Céancer derivado de los tejidos que forman la sangre en la médula ésea o sus
precursores. Este tipo de cancer no forman tumores sélidos, en lugar de esto, los glébulos
blancos anormales (células leucémicas) se acumulan en la sangre desplazando los
glébulos normales de la sangre.

6.3.4. Linfoma

Cancer que empieza en los linfocitos (células B o células T), que son los encargados
de combatir las enfermedades, por lo cual forma parte del sistema inmunitario. Estos se
acumulan en los ganglios y vasos linfaticos principalmente, pero también se pueden

presentarse en otros tipos de érganos en el cuerpo.



6.3.5. Mielomas
Céncer que inicia en las células plasmaéticas, otro tipo de células inmunitarias. Las
células de mieloma, comunmente se acumulan en la médula 6sea formando tumores en

los huesos.
6.4. Medicamentos empleados en la quimioterapia contra el

cancer

Seguln el tipo de céncer, puede ser administrado un medicamento de terapia en
combinacion con algunos tratamientos de quimioterapia. Existen dos tipos de
medicamentos de quimioterapia: Las antraciclinas son quimicamente similares a los
antibioticos. Las antraciclinas dafian el ADN de las células cancerigenas, por lo que las
células mueren. Los taxanos interfieren en los microtibulos alterando la division de las
células cancerigenas. A continuacion, se nombran algunos de los agentes
quimioterapéuticos mas empleados:

6.4.1. Vinblastina

La vinblastina es un farmaco citotdxico que se usa principalmente en la
quimioterapia para cancer testicular, de mama, pulmonar, de cabeza y cuello. Segun
(Hurley, 2012) el farmaco es un tipo de alcaloide vegetal extraido de la planta
Catharanthus roseaus. El farmaco actla en el estadio de la metafase del ciclo celular
uniéndose a la tubulina inhibiendo el ensamble de los microtibulos que son necesarios
para la separacion de los cromosomas durante la anafase, la inhibicion de estas estructuras

provoca la muerte celular.

Figura 2. Estructura quimica de la vinblastina.



6.4.2. Vincristina
La vincristina, es un farmaco citotoxico usado para la quimioterapia contra el cancer
de tiroides, tumores cerebrales, leucemias agudas y cronicas, linfomas, sarcomas y

mielomas. También es un tipo de alcaloide vegetal que actua al igual que la vinblastina.

Figura 3. Estructura quimica de la vincristina.

6.4.3. Paclitaxol

Es un farmaco de quimioterapia citotoxico clasificado como un alcaloide vegetal y
un agente antimicrotubular. Se vende con el nombre comercial de Taxol. Se utiliza
principalmente para el tratamiento de cancer de mama, ovario, pulmon, vejiga, préstata,
melanoma, esdfago y algunos tumores cancerosos. EI mecanismo de accion de este
farmaco radica en los microtubulos, ya que inhibe la estructura microtubular dentro de la

célula. La inhibicion de estas estructuras finalmente provoca la muerte celular.

Figura 4. Estructura quimica del Paclitaxel.



6.4.4. Doxorrubicina

Es un farmaco de quimioterapia citotoxico, que se clasifica como un antibidtico de
tipo antraciclina. Se vende con el nombre comercial de adriamicina. Se usa para tratar el
cancer de vesicula, mama, cabeza y cuello, algunos tipos de leucemia, cancer de higado,
cancer de testiculo, tiroides, y Utero. EI mecanismo de accidn se basa en su intercalamiento
con la molécula de ADN, inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos, ya que dificulta el
avance de la enzima topoisomerasa Il, que es la encargada del desenrollamiento del ADN

en el proceso de transcripcion (Kaye, SB, 1998).
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Figura 5. Estructura quimica de Doxorrubicina.

6.4.5. Podofilotoxina

También conocido como PPT, es un farmaco que se extrae de las raices del género
Podophyllum. Se usa como tratamiento topico para los condilomas acuminados o verrugas
genitales producidos por algunos tipos de virus del papiloma humano (VPH) y otras

verrugas externas inhibiendo la division celular en la metafase.
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Figura 6. Estructura quimica de la Podofilotoxina.



6.4.6. Colchicina

Es un farmaco que detiene o inhibe la division celular en el estado de metafase o
anafase. EI mecanismo de accion es la inhibicion de la polimerizacion de los microtdbulos
lo cual es esencial para la mitosis, por lo que la colchicina es eficaz para la inhibicion de

las células. Principalmente, se usa para tratar la gota y para prevenir el cancer de higado.
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Figura 7. Estructura quimica de la colchicina.

6.4.7. Camptotecina

Es un farmaco citotdxico usado para la quimioterapia contra el cancer, perteneciente
al grupo de los alcaloides vegetales y es un inhibidor de las topoisomerasas. Se usa
principalmente para el cancer rectal o de colon metastasico, pulmén y mama. El
mecanismo de accién es inhibir las topoisomerasas | y Il que son las encargadas de
controlar la manipulacidn de la estructura del ADN para la replicacion. Se ha comprobado
la eficacia en varios tipos de tumores malignos, debido a la poca afinidad para atravesar
las membranas celulares su uso queda limitado, por lo que se han sintetizado nuevos

derivados con mejoras en sus propiedades.

Figura 8. Estructura quimica de la Camptotecina.



6.5.  Mecanismo de resistencia a multiples farmacos

Una de las razones principales por la que los tratamientos contra el cancer no son
efectivos, es el desarrollo de resistencia a los medicamentos por las células cancerigenas,
por esta razdn, algunas veces es necesario suministrar una combinacion de farmacos
(Paredes, Blanco, & Echenique, 2005). Si una célula cancerigena desarrolla la capacidad
de resistir a un farmaco, lo més probable es que el cancer sea resistente a otros farmacos
(Bredel & Zentner, 2002) creando problemas que pueda comprometer ain mas la salud de
las personas, ya que puede ser precursor de una enfermedad o incluso causar la muerte.

Segun lo planteado por (Vega, 2008) la resistencia a farmacos se puede clasificar en
dos categorias, la inmunidad natural o innata, que hace referencia a las células malignas
resistentes a las terapias desde el inicio, y la especifica, adquirida o adaptativa, cuando las
células crean la inmunidad a la droga durante el tratamiento o después de éste. Existen
varios mecanismos conocidos mediante el cual la célula adquiere inmunidad a los efectos
de los farmacos, a continuacion, se explican algunas de ellas:

6.5.1.  Células resistentes

Las células cancerigenas se distinguen porgue son inestables genéticamente estando
en constante mutacion. Esto hace que no todas las células adquieran los cambios
genéticos, lo que significa que, aunque las células son del mismo tipo de cancer no son
todas idénticas. ElI farmaco cumple su funcion si actla terapéuticamente en todas las
células que son sensibles a éste, pero existen algunas células que son resistentes por lo que
no sufren ningun dafio, logrando reproducirse. El resultado son nuevas células que no se
destruyen con el farmaco ya que mutan y se convierten en resistentes a éste, creando un
mecanismo que inactiva el farmaco.

6.5.2.  Amplificacion de genes

En una célula la efectividad del farmaco disminuye cuando no se suministra la
cantidad necesaria de dosis terapéutica. Algunas veces la célula puede desarrollar un
mecanismo para producir cientos de copias de un gen en particular, implicando la

replicacion selectiva de una region de un cromosoma (Gottesman, 2002). Este proceso



desencadena una produccién de proteinas codificadas por esos genes que hacen que el

farmaco sea ineficaz.

Figura 9. Mecanismo de amplificacion de genes. A. Célula de cancer que se le aplica la cantidad
necesaria del farmaco. B. Célula que no se le aplica la cantidad necesaria de farmaco, provocando
la amplificacion de genes logrando que el farmaco ya no sea efectivo. Tomado de: (Chemocare,
2012).

6.5.3. La molécula objetivo es alterada

Como se ha mencionado anteriormente las células cancerigenas estan mutando su
informacion genética. EI mecanismo de accion del farmaco puede contrarrestar la accion
de células que tienen una version no mutada de una célula en particular, sin alterar las
células que adquieren la mutacion del gen modificado. EI farmaco no podréa inhibir la

célula que ha sido alterada genéticamente.
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Figura 10. Mecanismo por el cual la molécula de destino es alterada. Tomado de: (Chemocare,
2012).
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6.5.4. Barrera sangre-cerebro

El objetivo del farmaco es inhibir la reproduccidon de las células cancerigenas, pero
éste puede verse altamente afectado debido al tamafio y el lugar en donde se encuentre el
tumor. Cuando los tumores son grandes, l0os vasos sanguineos que se encuentran en este

son muy pocos, por lo cual va a ser muy dificil que el farmaco actle, a excepcion de los



tumores que se encuentran en la cavidad craneal. De acuerdo a (Gottesman, 2002) si los
vasos sanguineos llegaran a cambiar, el paso de diferentes moléculas seria aun mas dificil
ya que no podran ser introducidas en la zona que rodea el cerebro, este movimiento de las
moléculas por los vasos sanguineos es llamada barrera sanguinea cerebral.

6.5.5. Resistencia multiple a los farmacos

Existen diferentes motivos por la que los farmacos no pueden cumplir con su
funcién terapéutica en las células cancerigenas; uno de los mas comunes es el gen llamado
MDR1 (Resistencia a Multiples Farmacos) que es el mecanismo de amplificacion de un
gen, descrito anteriormente. Tal como lo plantea (Bredel & Zentner, 2002) otro nombre
que recibe la proteina que codifica este gen es la glicoproteina-P o P-gp, que es una
proteina transmembranal con la habilidad de detener el paso a la célula de algunos
farmacos, expulsandolos una vez estos ingresen al interior de la célula. Es tanto la
importancia de esta proteina que muchos grupos de investigacion se encuentran

desarrollando alternativas para lograr la inactividad de ésta.

(’ Molécula Expulsada

thopfotemap '& Itltu'bidor

Farmaco Antitumoral
Espacio Extraceluls

Membrana plasmatica

Citoplasma A o
ADP o (\ADP

Figura 11. Mecanismo de accion de la glicoproteina-p.

6.6.  Multirresitencia inducida por la glicoproteina-p

La expulsion del farmaco fuera de la célula es el mecanismo de resistencia mas

estudiado y esta ligado con las proteinas transportadoras. Segin (Sanchéz & Benitez,



2006) hasta ahora se conocen tres proteinas que actian como mecanismo de resistencia:
glicoproteina-p (Pg-p), proteinas asociadas a la resistencia a maltiples farmacos (MRP) y
la proteina de resistencia al cancer de mama (BRCP).

La resistencia a los agentes anticancerigenos es uno de los retos que representa el
tratamiento contra el cncer ya que existen diversas causas que hace que la terapia no sea
exitosa. La glicoproteina-p se encuentra en la membrana de las células tumorales y
conduce a la resistencia de mdltiples farmacos, lo cual se describe como una célula
multirresistente (multidroga resistente 0 MDR) (Arvelo, Merentes, & Cotte, 2000). El gen
que codifica la glicoproteina-p se localiza en el cromosoma 7. EI mecanismo de accién se
puede observar en la figura 12, donde se muestra que la célula constantemente esta

expulsando el farmaco que contrarresta la reproduccion de células (bomba de regulacion).
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Figura 12. Analogia del mecanismo de accion de la glicoproteina-p. Tomado de: (Aguila,
Crombet, Villares, & Pons, 1998)

Segun (Aguila, Crombet, Villares, & Pons, 1998) “la P-gp est4 compuesto por una
cadena de aproximadamente 1280 aminoacidos con dos mitades homdlogas y 12
dominios transmembrana. Presenta dos zonas de union al ATP ubicadas en la parte
citoplasmatica, un sitio de glicosilacion entre el primer y segundo dominio

transmembrana y varios sitios de fosforilacion” (figura 13).
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Figura 13. Representacion de la glicoproteina-p. Tomado de: (Aguila, Crombet, Villares, & Pons, 1998)

6.7.  Sistema de bomba de eflujo

En un estudio realizado por (Marchetti, Errecalde, & Mestorino, 2011), las bombas
de eflujo son transportadores de membrana constituidas por proteinas que se encuentran
involucrados en la obstruccion de sustancias toxicas desde el interior de la célula hasta el
medio externo, principalmente como mecanismo de resistencia. Los sistemas de eflujo se
categorizan por familias de bombas entre las cuales encontramos: familias de casete de
unién al ATP (ABC), superfamilia de facilitador mayor (MFS), familia de extrusion de
multifarmacos y toéxicos (MATE), familia de resistencia pequefia a multifarmacos (SMR),
familias de resistencia a division por nodulacion (RND). Las ABC se caracterizan por
transportadores activos primarios y su mecanismo depende de la captacion e hidroélisis del
ATP, mientras que las MFS, MATE, SMR y RND corresponden a transportadores

secundarios ya que su actividad se logra por gradiente de protones.
6.8.  Sustancias quimicas que modulan la resistencia a multiples

farmacos de células de cancer

Actualmente, existen una gran variedad de sustancias quimicas que modulan la
resistencia a mdaltiples farmacos de células de cancer, que se combinan con los
medicamentos empleados para las quimioterapias y asi lograr que el farmaco elimine a las

células de cancer. Algunas de estas sustancias son:



6.8.1. Trifluoperazina
Es un farmaco antipsicotico y tranquilizante que junto con erlotinib (farmaco
especifico contra el cancer) adquieren las propiedades que hacen que los genes supresores

de tumor se activen atacando las células tumorales (Adolfoneda, 2012).

CH4
(\N/
N

OO0

Figura 14. Estructura quimica de la Trifluoperazina.

6.8.2.  Ciclosporina A

La ciclosporina A es un decapéptido aislado de un hongo llamado Tolypocladium
inflatum (Gago, 2014). La (Universidad Auténoma de Madrid, 2012), afirma que la
ciclosporina A es un farmaco inmunosupresor que actla inhibiendo a la calcineurina,

sustancia que se fija a las proteinas intracelulares tipo inmunofilinas.

Figura 15. Estructura quimica de la Ciclosporina A.

6.8.3. Cloroquina
Segln (Ingraham & Ingraham, 1998) “la cloroquina es un compuesto sintético
derivado de la quinina, de origen natural extraida de la corteza del arbol de la quinina”.

Actualmente, se desconoce el mecanismo de accion de la Cloroquina.



CH,
CH;

M CH-

S

Cl N/

Figura 16. Estructura quimica de la Cloroquina.

6.8.4. Quercetina

La quercetina es un compuesto polifendlico que hace parte de los flavonoides y se
encuentra ampliamente en vegetales, frutos, bebidas no alcoholicas y plantas medicinales.
Ademas, se puede encontrar como glucésido en manzanas, té, cebollas y vino tinto. Uno
de los mecanismos de accion de la quercetina es gracias a su capacidad antimutagénica y
de su poder antioxidante, esta sustancia ha sido capaz de contrarrestar el cancer de mama,

ovario, pulmén y estbmago (Dominguez & Ruiz, 2007).

Figura 17. Estructura quimica de la Quercetina.

6.8.5. Panaxadiol

Agente anticancerigeno que induce la apoptosis de las células cancerigenas y
muestra efectos radioprotectores "in vivo™. Es un compuesto de tipo protopanaxadiol de
ginsendsido que, junto con algunos medicamentos como ciclofosfamida, fluorouracilo y
epicatequina muestran propiedades antitumorales en células cancerigenas humanas
(Rahman, 2013).
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Figura 18. Estructura quimica del Panaxadiol.

6.8.6. Acido gamma-linoleico.

El 4cido gamma-linoleico es un acido graso Omega-6 y es considerado como un
acido esencial para el cuerpo humano, ya que este no tiene la capacidad de sintetizar dicho
acido. Asi, el acido gamma-linoleico se obtiene de los alimentos en forma de aceite
vegetal. Tal como lo plantea (Campra, 2003), actualmente se ha encontrado que este acido
es un modulador para los farmacos utilizados en los tratamientos de quimioterapia, entre
los cuales se encuentran: doxorrubicina, cisplatino, carboplatino, idarubicina,
mitoxantrona, tamoxifeno, vincristina y vinblastina. De tal modo, el &cido aumenta la
efectividad de los farmacos.
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Figura 19. Estructura quimica del Acido gamma-linoleico.

6.9.  Glicolipidos

Los carbohidratos también llamados glacidos o hidratos de carbono, son las
moléculas que estdn compuestas por atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno y es la
principal fuente de energia en casi todas las células. Tal como lo plantea (Nelson & Cox,
2009), en la naturaleza estas moleculas cumplen un papel muy esencial, ya que forman
gran parte de las biomoléculas, siendo los compuestos organicos mas abundantes en la
naturaleza. Los glucésidos se pueden caracterizar seguiin su tamafio en monosacaridos,

oligosacéaridos y polisacaridos.



Los oligosacéridos son moléculas unidas entre si mediante enlaces glucosidicos.
(Eyzaguirre, 1974) plantea que se considera oportuno hablar de oligosacaridos cuando en
la molécula se presenta de 2 a 9 unidades de monosacaridos. Segin el nimero de
monosacaridos que la conformen, se formaran disacaridos, trisacaridos, tetrasacaridos,
etc. Los més abundantes son los disacéridos, que son oligosacaridos formados por dos
unidades de monosacaridos iguales o diferentes.

Los oligosacaridos se pueden encontrar unidos a proteinas (glicoproteinas) y lipidos
(glicolipidos) mediante un enlace covalente. Como se observa en la figura 20, los
glicolipidos que han demostrado revertir la resistencia a farmacos de las células
cancerigenas, constan de una porcion hidrofilica correspondiente al gldcido y una porcion
hidrofobica constituida por ésteres de acidos grasos de cadena corta y cadena larga
(Castafieda-Gomez, Charry y Pereda-Miranda, 2013). Se han logrado identificar una gran
variedad de glicolipidos de origen natural en extractos vegetales correspondientes a la
familia Convolvulécea del género Ipomoea que han logrado modular la resistencia a

maultiples farmacos que presentan las células de cancer.
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Figura 20. Estructura general de un glicolipido. Tomado de: (Castafieda-Goémez, Charry, & Pereda-
Miranda, Empleo de Métodos Analiticos Modernos para el Aislamiento y la Identificacion de Resinas
Glicosidicas de la Familia Convolvulaceae, 2013)



6.10. Familia Convolvulaceae

El nombre de esta familia viene del latin “Convolvo” que significa “entrelazarse” y
se refiere a la forma como crecen la mayoria de sus especies en forma de enredaderas
(Figura 21). Pertenece al grupo de las angiospermas que posee alrededor de 55 géneros y
1650 especies en el mundo (Castafieda-Gomez, Charry y Pereda-Miranda, 2013). Crecen
naturalmente desde las regiones célidas hasta las subtropicales de todo el planeta,
pudiéndose encontrar con mayor certeza en los bosques con una alta humedad ambiental
y en terrenos modificados (Universidad Nacional del Nordeste, 1998), también se cultivan
para uso ornamental debido al tamafio de sus flores y los colores Ilamativos que presentan.
(Linares, 2001), plantea que en Colombia se encuentran alrededor de 13 géneros y 81

especies de las cuales 39 especies corresponden al género Ipomoea.

Figura 21. Especies de Convolvulacea y su forma de crecimiento. Ipomoea alba (enredadera), Ipomoea
pes-caprae (rastrera) e Ipomoea murucoides (arbusto), respectivamente.

Las especies vegetales de la familia Convolvulacea se caracterizan por ser plantas
herbaceas y lefiosas, a menudo trepadoras, erectas o rastreras, con hojas alternas y simples
gue producen latex y raramente se encuentran con estipulas, con flores de tipo
actinomorfas o ligeramente zigomorfas, perianto con caliz de 5 sépalos persistentes, libres
0 soldados, corola de 5 pétalos soldados, a menudo campanulada, gineceo ovario supero,
2 carpelos, 2 dvulos por loculo, axilares y estilo terminal simple o bifurcado a veces
ginobasico, estigma simple, lobado o capitado, fruto en capsula de dehiscencia septifraga,

circuncisa y generalmente con poco endospermay embrion curvo (Universidad Nacional



del Nordeste, 1998). Segun (Orfila & D'Alfonso, 1995), algunas especies tienen raices o
rizomas tuberificados o también Ilamados raices tuberosas, ricas en carbohidratos.

Las flores de la familia Convolvulacea se encuentran de diferentes colores, entre los
cuales tenemos: azules, lilas, amarillo crema, blancas, verdes, rosada, y combinaciones
tales como lila combinada con blanco en el exterior y amarillo en su interior, otras con
amarillo en el exterior y purpura en el centro; entre otros colores representativos de la
familia Convolvulacea.

6.11. Género Ipomoea

El género Ipomoea esta representada por una gran variedad de especies, algunas son
muy conocidas por poseer propiedades que son benéficas o perjudiciales para el ser
humano, debido a la presencia de metabolitos secundarios. Se ha documentado la
existencia de algunas especies que han sido objeto de estudio los Gltimos afios, entre estas
encontramos: Ipomea alba, Ipomoea purga, Ipomoea tricolor, Ipomoea wolcottiana,
Ipomoea batatas, entre, otras. En estas especies se han descrito nuevos glucésidos que se
han registrado como moduladores de la glicoproteina-p, lo cual es nuestro objeto de
estudio.

El género Ipomoea es el mas representativo de la familia ya que contiene
propiedades medicinales purgativas y alucindégenas. (Manzanero , Flores, Sandoval, &
Bye, 2009), plantea que algunas de las especies del género Ipomoea, tal como la especie
Ipomea batatas, hace parte del mercado de raices medicinales ya que contiene una raiz
modificada comestible que es empleada como alimento. También la especie Ipomea stans
se utiliza comunmente para enfermedades del sistema nervioso, 6rganos de los sentidos,
enfermedades renales y biliares, empleandose la raiz mediante infusion (Vazquez, y otros,
2014).

6.12. Ipomoea purpurea (L.) ROTH

En el departamento del Huila, la especie se conoce cominmente como batatilla. Esta
especie tiene hojas simples, alternas, sus hojas son ovadas que van desde 1-11 cm de
longitud y de 1-12 cm de ancho. Los tallos son ramificados o simples, vagamente

pubescentes a tomentosos con tricomas, los peciolos varian entre 1-14 cm de largo, las



inflorescencias con 1-5 flores, el céliz es de 5 l6bulos, densamente hirsuto en la base, y
mas glabrosa hacia las puntas. Los sépalos son subiguales, los sépalos exteriores son
estrechos ovados a elipticas que van desde 0,8-1,5 cm de largo y 2,5-4,5 mm de ancho,
los sépalos interiores son ovales, de 0,8 a 1,5 cm de largo y 2,5 a 3 mm de ancho. Las
coronas en forma de embudo de color blanco, azul o purpura, sin embargo, el blanco
siempre se encuentra dentro de la corola. Las flores varian de 2.5- 5¢cm de largo y 2.4-5
cm de ancho. Los cinco estambres epipétalos varian de 8 a 10 mm de largo con anteras de
1,5-2 mm de largo. El ovario glabroso con 3 loculares en la parte superior, el estilo
glabroso varia de 14-22 mm de largo con 3 estigmas, el fruto es una capsula ovoide de
aproximadamente 1 cm de didmetro y hasta 2.5 cm de largo, de 3-6 semillas granulares,
las semillas son de 4 a 5,7 mm de largo con forma de herradura cicatriz (Erwyn, Sonday,
& Burnham, 2013).

En la figura 22 y 23 se muestran algunas caracteristicas de la especie Ipomoea
purpurea (L.) ROTH.

Figura 22. Flor de Ipomoea purpurea (L.) ROTH. Tomado de (Erwyn, Sonday, & Burnham, 2013)

I

Figura 23. Semillas de Ipomoea purpurea (L.) ROTH. (Erwyn, Sonday, & Burnham, 2013)



“Las flores, semillas, raices, tallos de I. purpurea se han utilizado como un laxante,
alucindégeno, purgante, y para el tratamiento de la sifilis” (Erwyn, Sonday, & Burnham,
2013).

6.13. Distribucién de Ipomoea purpurea (L.) ROTH

La especie vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH es originaria en América y se
distribuye en Norteamérica, Oceania, partes mas calurosas como Europa, Asia y Africa
(Vibrans, 2009).

El Herbario de la Universidad Nacional de Colombia, informa que la especie
Ipomoea purpurea se encuentra distribuida en el Cauca, Boyacda, Antioquia, Valle del
Cauca, Cundinamarca, Narifio, Huila, Magdalena, Putumayo, Caldas, la Guajira,
Santander y Bogota. En el Huila, segin el Herbario de la Universidad Surcolombiana
2017, la especie Ipomoea purpurea se encuentra en las zonas aledafias al municipio de
Rivera.

6.14. Cromatografia liquida

La cromatografia liquida es una técnica utilizada para separar componentes de una
mezcla, empledndose una fase movil y una fase estacionaria; la fase movil es un liquido
que permite la elucion de la muestra, mientras que la fase estacionaria es un solido
empacado en una columna (no polar) de silice, generalmente. La separacion de los
componentes se da cuando la muestra en solucién es inyectada en la fase movil, los
componentes que se separan emigran de acuerdo a sus interacciones no covalentes con la
columna de silice. Estas interacciones quimicas permiten la separacion de los
componentes en la muestra. Por otro lado, esta técnica se puede implementar en muestras
de suelo, agua, y alimento (Miranda & Martin, 2013). A continuacion, en la figura 24 se

muestra una representacion grafica del funcionamiento de la cromatografia liquida.
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Figura 24. Separacion de un compuesto mediante la técnica de cromatografia liquida. Tomado de:
(Barquero, 1954).
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6.15. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica para separar sustancias quimicas volatiles,
que se basa en la particion del analito con una fase mévil y una fase estacionaria. La
muestra es transportada por una corriente de gas a través de una columna empacada con
un solido recubierta con una pelicula de algin liquido. Debido a su simplicidad,
sensibilidad y efectividad para separar los componentes de las mezclas, la cromatografia
de gas es una de las herramientas mas importantes en quimica. Es ampliamente usada para
analisis cuantitativos y cualitativos de mezclas, para la purificacion de compuestos y para

la determinacion de constantes termoquimicas (Hoffman, 2014).
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Figura 25. Descripcion de cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas. Tomado de:
(Castafio, 2013).
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6.16. [Espectroscopia

La espectroscopia es un metodo de analisis que permite conocer la composicion
cuantitativa y cualitativa de una muestra. Segun (Barneto , 2017), la espectroscopia radica
en la captacion de radiacion por parte de las moléculas. Dichas moléculas absorben la
radiacion electromagnética en paquetes discretos de energias o también denominados
cuantos. EI mecanismo de absorcion se produce solamente cuando la radiacion que incide
en la sustancia proporciona el cuanto de energia suficiente. La energia absorbida por la
muestra incita un movimiento mecanico o electronico en las moléculas, proceso que se
denomina excitacion. La energia radiante exhibe caracteristicas ondulatorias. Las
radiaciones electromagnéticas aparentemente tan distintas, tienen en comdn que viajan a
la velocidad de la luz y solamente difieren unas de otras en su frecuencia o longitud de
onda. Actualmente, existen muchos tipos de espectroscopia, los mas utilizados son
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infrarrojo y

espectroscopia Ultravioleta/Visible.



7. Metodologia

7.1.  Colecta del material vegetal y obtencion de los extractos

La colecta del material vegetal se realizé en el municipio de Teruel, Huila, vereda
Corrales, finca Villa Laura (2°48'57.1"N 75°36'19.2"W) a una altura de 1810 m.s.n.m. Se
colectaron partes aéreas de la especie vegetal Ipomoea purpurea (L.) ROTH (tallo, hojas,
flores, semillas). El lugar de la colecta se realizo en esta region cafetera debido a que la
planta se caracteriza por ser “invasora del café” y crece de forma silvestre, es decir no
presenta alteraciones antrdpicas, que podrian alterar los metabolitos sintetizados por la
planta.

Posteriormente, se realizd el proceso de secado a la sombra durante 15 dias. La
pulverizacion se realizé con un molino tipo Wiley de dos cuchillas hasta obtener un polvo
homogéneo. Las extracciones del material pulverizado se llevaron a cabo mediante el
método de maceracion exhaustiva aplicando diferentes disolventes en orden creciente de
polaridad como hexano, cloroformo y metanol. Para lo anterior, el material vegetal se dejo
en un recipiente con el disolvente durante 3 dias. Posteriormente, el liquido oscuro se
procedié a filtrar. El extracto se concentré evaporando el disolvente mediante
rotaevaporacién a 40°C bajo presion reducida. Este proceso se repitid utilizando
cloroformo y metanol. Los extractos se dejaron secar hasta obtener una pasta de
consistencia dura.

7.2.  Pruebas para identificar Glicolipidos

Los Glicolipidos presentes en los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico se
identificaron utilizando la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) empleando acetona
como fase mavil y sulfato cérico disuelto en acido sulfirico como agente revelador de
carbohidratos. Las cromatoplacas se calentaron en una plancha de calentamiento hasta la
formacion de un color amarillo-marron como indicativo de la presencia de azucares en la

muestra.



Posteriormente, se procedid a realizar algunas pruebas cualitativas para identificar
la presencia o ausencia de azucares en los extractos. Los carbohidratos se reconocieron
mediante las siguientes pruebas colorimétricas:

7.2.1. Keller-Killiani

En un tubo de ensayo se adiciond 1 mg de extracto y se agregd 0,5 mL de &cido
acético glacial y una pequefia cantidad de cloruro férrico al 5%, luego se agité por unos
minutos. Posteriormente, se adicion6 0,5 mL de &cido sulfdrico concentrado y finalmente
se agitd. La presencia de una coloracion marrén o café es caracteristico para carbohidratos.

7.2.2.  Antrona

En un tubo de ensayo se agreg6 1 mg de extracto y se adicionaron 1 mL de reactivo
antrona (solucion de 50 mL de &cido sulfarico concentrado con 0.01 g de antrona). La
prueba es positiva para carbohidratos si se presenta una coloracion en tonalidades azul-
verde.

7.2.3.  Molish

En un tubo de ensayo se agregd 1 mg de extracto y se afiadié 1 mL del reactivo de
molish (solucion de 0.5 g de a-naftol en 10 mL de etanol al 95%), posteriormente se
agregaron 3 mL de &cido sulfurico concentrado. La prueba es positiva si se da una
coloracién parpura.

7.3.  Toxicidad de los extractos: Bioensayo Artemia salina

A los extractos obtenidos, se les evalu6 el potencial biocida para el crustaceo de
Artemia salina. Aproximadamente 1 g de huevos de Artemia salina se incubaron en
solucion de sal marina 3% a temperatura ambiente por 48 h. El bioensayo se realizd con
soluciones de los extractos crudos (solubilizados con Tween 80 al 1%) a concentraciones
de 200, 500 y 1000 ppm. En todos los casos, los ensayos se realizaron por triplicado.
Luego, se agregaron 10 nauplios en placas de 6 pozos. El conteo de los nauplios vivos y
muertos se realizé cada 2 horas hasta completar 12 horas, y un monitoreo final a las 24
horas. Se realiz6 un control con nauplios de A. salina en solucién de sal marina 3%. Las
larvas se consideraron muertas si no exhibian movimiento durante varios segundos de

observacion al estereoscopio. El principio de este bioensayo se basa en la determinacion



de la concentracion que causa la muerte del 50% de los nauplios de Artemia salina, en 24
horas bajo las condiciones descritas por este procedimiento. El cdlculo de la concentracion
letal media (CLso) se efectud6 por medio del método probit usando el software
STATGRAPHICS Centurion. Para clasificar los resultados de toxicidad se tuvo en cuenta
tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de toxicidad de acuerdo a la concentracion letal media.

Tipo Descripcion CLso (ppm)
| Extremadamente Toxico 1-10
1 Altamente Toxico 10-100
1 Moderadamente Toxico 100-500
v Ligeramente Toxico 500-1000
\V Practicamente No Toxico  1000-1500
VI Relativamente Inocuo >1500

7.4.  Fraccionamiento primario por cromatografia en columna de

los extractos vegetales

El fraccionamiento primario de los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico
se realiz6 mediante cromatografia en columna (CC), utilizando silica gel como fase
estacionaria en relacion 1:20 extracto-fase estacionaria. La columna se empaco utilizando
hexano como disolvente. El extracto se depositd en la parte superior de la fase
estacionaria, y los disolventes utilizados como fases moviles fueron adicionados para
permitir el arrastre de los componentes de la muestra.

Las fases mdviles empleadas se fueron cambiando de menor a mayor polaridad de
la siguiente manera: hexano, hexano-cloroformo (1:1), cloroformo, cloroformo-acetona
(1:1), acetona, acetona-metanol (9:1), acetona-metanol (7:3), acetona-metanol (1:1) y
finalmente metanol.

Los eluatos se recogieron en viales de 50 mL y posteriormente fueron concentrados
eliminando el disolvente mediante rotaevaporacion a 40°C. Las fracciones obtenidas se
analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como fase estacionaria gel de
silice depositada en una placa de aluminio y como revelador sulfato cérico en acido
sulfurico. La formacion de un color amarillo-marron determind la presencia de azlcares

en la muestra. Una vez reveladas las cromatoplacas, las fracciones que presentaron el



mismo patron fueron agrupadas (Subfraccion) y almacenadas en viales de 15 mL,
previamente pesados. Las fracciones que dieron prueba positiva con sulfato cérico en
acido sulfarico fueron analizadas.

7.5.  Obtencion de los acidos organicos mediante hidrolisis &cida

A 20 mg de cada subfraccion rica en glicolipidos (A, B y D) se adicionaron 14 mL
de HCI al 4M. Posteriormente, la mezcla se sometid a un proceso de calentamiento a
reflujo a 95°C por 4 horas. La mezcla se lavé con 10,0 mL de agua, se extrajo la fase
organica con éter etilico (3 x 10 mL) y se seco con Na>SO.. La fase organica representa
la mezcla de &cidos orgéanicos la cual fue analizada por cromatografia de gases acoplado
a espectroscopia de masas.

7.5.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para la
identificacion de los acidos organicos

Para el andlisis de los &cidos grasos se empled un equipo CG-EM (SHIDMAZU -
QP2010 ultra - FID). Para la cromatografia se utiliz6: Columna: 5% difenil-polisiloxano,
helio como gas portador con un flujo de 2 mL/min, las temperaturas del inyector y la linea
de transferencia se ajustaron a 250°C y 280°C, respectivamente. Sistema de ionizacion de
impacto electronico a 70 eV.

La temperatura de la columna se ajusto inicialmente a 50°C manteniéndose alli por
4 minutos y luego gradualmente se incrementd hasta 200°C, a una velocidad de 20°C por
minuto; se mantuvo por 2 minutos. Finalmente se incrementd la temperatura hasta 300°C
a una velocidad de 10°C por minuto; manteniéndose alli por 10 minutos. Se inyectd 1uL
en modo Split.

Los componentes se identificaron por comparacion relativa de los tiempos de
retencion y espectros de masas de la biblioteca del equipo (NIST).

7.6. Obtencion de los acidos glicosidicos mediante hidrdlisis
alcalina

A 50 mg de cada subfraccion rica en glicolipidos (A y B), se adicionaron 2,0 mL de
KOH al 5%, luego, la mezcla se sometid a un calentamiento a reflujo a 95°C por 4 horas.

Posteriormente, la mezcla se acidulé con HCI 4M hasta un pH de 5.0 y se extrajo con



acetato de etilo (2 x 10 mL). Después, la fase acuosa se extrajo con n-butanol (3 x 10 mL),
se secO con Na»SO4 y se evaporo a vacio para proporcionar un residuo solido.

7.6.1. Peracetilacion del acido glicosidico

El producto de la hidrdlisis alcalina, se sometid a una reaccion de acetilacion. De
esta forma, se adicion6 1,0 mL de anhidrido acético y 0,5 mL de piridina. La mezcla
permanecio en agitacion constante durante 43 horas. Una vez finalizado el tiempo, se
adicionaron 10 mL de agua fria. Luego se realiz6 una extraccion con acetato de etilo (3 x
10 mL) seguido de un tratamiento alcalino con una solucion de bicarbonato de sodio
(NaHCO3, 1 x 20 mL). Finalmente, la fase organica se lavd con agua (2 x 20 mL), se sec6
con NazSO4 anhidro y se concentrd bajo presion reducida para obtener el &cido glicosidico

peracetilado.
7.7.  Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) para la

identificacion y separacion de los &cidos glicosidicos peracetilados

La identificacion y la separacién de los &cidos glicosidicos peracetilados
mayoritarios presentes en las subfracciones (A y B), se realiz6 mediante el uso de la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (Waters 2410, indice de refraccién), donde se
establecieron las condiciones a nivel analitico que permitiera la mejor separacion de los
componentes de la mezcla mediante la técnica de corte de nicleo. Las condiciones
empleadas fueron las siguientes:

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (C1s) (4.6 mm de didametro
interno x 250 mm de longitud, 5 um tamafio de particula, Waters).

Fase movil: Acetonitrilo — Agua (9:1)

Flujo: 0,4 mL/min

Detector: indice de refraccion

VVolumen de inyeccion: 20 pL

Concentracion de la muestra: 1 mg/20 pL

Sensibilidad: 1024 RIU

Eluciéon de la muestra: Isocratica



7.8. ldentificacion y purificacion de los constituyentes

mayoritarios de cada extracto mediante CLAE

Las fracciones A, B, C y D positivas para Glicolipidos se analizaron mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) a nivel analitico para establecer los
perfiles cromatograficos de cada muestra, por lo tanto, se buscaron las condiciones
Optimas que lograra una mejor resolucion de los constituyentes.

Para la identificacion de los componentes en las fracciones, fue usada una columna
Symmetry Silicaoctadecilo (Cig) 4,6 mm x 250 mm, 5um, Waters, con un sistema de
deteccion de indice de refraccion y a un flujo de 0.4 mL/min. La fase movil fue
desgasificada mediante sonicado y por desplazamiento del aire con helio a una velocidad
de 10 mL/min. Las muestras se disolvieron en metanol-tetrahidrofurano (9:1) y se filtraron
a través de acrodiscos GHP.

7.8.1. Condiciones por CLAE para la identificacion de los constituyentes
mayoritarios a nivel analitico

Equipo: Waters 2410

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (C1s) (4.6 mm de diametro
interno x 250 mm de longitud, 5 um tamafio de particula, marca Waters).

Fase movil: Metanol - Agua (9:1)

Flujo: 0.4 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 20 puL

Concentracion de la muestra: 0,6 mg/20 pL.

Sensibilidad: 1024 RIU

Elucion de la muestra: Isocratica

7.8.2. Separacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de
nacleo mediante CLAE a nivel semipreparativo

La separacion de cada uno de los constituyentes de cada muestra se realizo a nivel

semipreparativo mediante la técnica de corte de nucleo. Para establecer el caudal que



permitiera reproducir el cromatograma de nivel analitico a nivel semipreparativo se

empleo la siguiente formula:

Donde:

Fp = Flujo a nivel preparativo

Fa = Flujo a nivel analitico

Lp = Longitud de la columna preparativa

La = Longitud de la columna analitica

dp = Diametro interno de la preparativa

da = Diametro interno de la analitica.

7.8.3. Condiciones por CLAE para la purificacion de los constituyentes
mayoritarios a nivel semipreparativo

Equipo: Waters 2410

Fase estacionaria: Columna Symmetry Silicaoctadecilo (C1g) (19 mm de didametro
interno x 150 mm de longitud, 7 um tamafio de particula, marca Waters).

Fase movil: Metanol - Agua (9:1)

Flujo: 4 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 500 uL

Concentracion de la muestra: 50 mg/500 pL

Sensibilidad: 1024 RIU

Elucion de la muestra: Isocratica

7.8.4. Purificacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de
nacleo mediante CLAE a nivel analitico

Para la purificacion de cada uno de las constituyentes que se obtuvieron por la
técnica de corte de nucleo a nivel semipreparativo, se empleo la cromatografia de liquidos

a nivel analitico, siguiendo las mismas condiciones mostradas en el apartado 7.8.1. Los



compuestos purificados fueron enviados para ser registrados por las técnicas de resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (EM).

7.9. Caracterizacion de las estructuras quimicas de los
compuestos purificados por Resonancia Magnética Nuclear vy

Espectrometria de Masas.

Los espectros de RMN fueron registrados en piridina usando microtubos (3 mm de
diametro, volumen de muestra 115uL), en un instrumento Bruker Avance 3HD a 900 MHz
y a 600 MHz. Se hizo uso de las técnicas unidimensionales de RMN 'H y 3C;
bidimensionales como COSY, TOCSY, HSQC y HMBC para la elucidacion de las
estructuras quimicas utilizando TMS como referencia. Adicionalmente, las muestras se
registraron mediante la técnica de espectrometria de masas Electrospray ESIMS.

7.10. Lineas celulares y cultivos celulares

Se implementaron diferentes lineas celulares tumorales de origen humano para la
observacién de actividad bioldgica ante la exposicion del glicolipido mayoritario. Las
lineas celulares implementadas fueron: HELA (carcinoma epidermal de cérvix), HCT116
(carcinoma de colon) y MCF7 (carcinoma de glandula mamaria)

Las lineas celulares de carcinoma sensibles a farmacos se obtuvieron de la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. La resistencia a farmacos
fue efectuada a través de la exposicion continua de Vinblastina a las células cancerigenas
por un periodo de tres afios. Todas las lineas celulares se colocaron en un medio RPMI
1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, enriquecido con glutamina (200Mm),
bicarbonato de sodio al 4,4% gasificado y una suspension de penicilina-estreptomicina
(10,000 U/mL y 10 mg/mL respectivamente). Las lineas se cultivaron a 37° C, incubadas

en condiciones estandar (5% CO: en el aire).

7.10.1. Soluciones utilizadas
Solucién de PBS (phosphate-buffered saline)

Solucion de SRB (sulforodamina B 0,4%)
Tris-base (pH 10) 10 mM

Solucién de &cido tricloroacético al 20%



Solucién de acido acético al 1%

7.10.2. Descongelamiento de las lineas celulares
Se adicionaron 5 mL del medio de cultivo RMPI 1640 a 37°C en cajas de cultivo de

25 mL, posteriormente, se descongelaron los criotubos que contienen las lineas celulares
y se calent6 a 37° hasta que la suspension fue homogenea. Luego se esterilizo el vial con
alcohol a 70% y se transfirio 1 mL de la suspension a la caja con medio. Las cajas se
dejaron en incubacion a 37°C con 5% de CO2y 100% de humedad por un periodo de 24
horas, tiempo durante el cual el medio fue cambiado. Se dejaron en incubacidn hasta

observar confluencia.

7.10.3. Mantenimiento de las lineas celulares
Se transfirio el medio de cultivo a un frasco estéril por decantacién. Seguidamente,

se lavo la capa de células con PBS (2 mL x repeticiones) para remover los residuos del
suero persistentes en la solucion que pudieran inhibir la accidn de la tripsina. Se afiadio
0,3 mL de tripsina y se incub6 a 37°C por 5 minutos, luego las células se desprendieron
dando pequefios golpes al frasco. Finalmente, se agregé 2 mL de medio RMPI y se
resuspendio aproximadamente 10 veces para deshacer los grumos de las células y realizar

el conteo celular.

7.10.4. Conteo de células
Con la ayuda de la cdmara de Neubauer esterilizada con alcohol 70% se adiciono

una alicuota de aproximadamente 40 pL de suspension celular. Se cuantifico los cuadros
laterales con la ayuda del microscopio y un contador de células manual. Se promediaron
el nimero de células contadas y se calculd el volumen de suspension celular necesario
para transferir 0.5 x 106 cel/mL en cajas para la resiembray 5 x 104 cel/mL para las placas
de 96 pozos.



7.11. Citotoxicidad y modulacion de la resistencia a multiples
farmacos

7.11.1. Preparacion de disoluciones
A partir de una solucién de 4 mg/mL del control positivo (vinblastina y colchicina)

y el compuesto de prueba, se prepararon las disoluciones propuestas en las tablas 4 y 5,
respectivamente. La muestra de origen vegetal fue disuelta en dimetilsulféxido (DMSO)
al 10%. Debido a que el DMSO ejerce una accion toxica sobre las lineas celulares, por tal

motivo se recomienda usar concentraciones no mayores al 10% por pozo.

Tabla 4. Diluciones para el control positivo

Concentracién (ug/mL) Proporcion
10 10 pL de 4 mg/mL + 190 pL de agua estéril
2 40 pL de 10 pg/mL + 160 pL. DMSO al 10%
0.4 40 pL de 2 pg/mL + 160 pL DMSO al 10%
0.08 40 pL de 0.4 pg/mL + 160 uL DMSO al 10%
0.016 40 pL de 0.8 pg/mL + 160 uL DMSO al 10%
0.0032 40 pL de 0.016 pg/mL + 160 uL DMSO al 10%
0.00064 40 pL de 0.0032 pg/mL + 160 uL DMSO al 10%

Tabla 5. Diluciones del compuesto
Concentracion (ug/mL) Proporcion

25 25 pL de 4 mg/mL + 175 pL de agua estéril

5 40 pL de 25 mg/mL + 160 pL de agua estéril




7.11.2. Bioensayo de citotoxicidad
La citotoxicidad se determin6 empleando el ensayo de sulforodamina B (SRB)

desarrollado por Skehan et al. (1990) y reside en la unién del colorante sulforodamina a
los aminoacidos de las proteinas celulares de una capa celular fijada en una microplaca.
La cuantificacion de la densidad dptica del colorante a 564 nm ayuda a estimar el total de
masa proteica, la cual relaciona el nimero de células viables después de adicionar un
compuesto citotoxico de prueba, comparada con un grupo control positivo (células en
presencias de compuestos quimicos como vinblastina y colchicina causales de la muerte
celular) y negativo (células a las cuales no se les adiciond compuestos citotoxicos).
Cuando se tuvieron las cajas con las lineas celulares con un crecimiento de 60 -70%, se
realizo el conteo celular y se preparé la suspension celular para colocar 190 pL en cada
pozo de las cajas, donde previamente contenia 10 puL de las muestras a las diferentes

concentraciones a evaluar por triplicado. Las cajas son incubadas a 37°C por 72 horas.

Posteriormente, se fijaron las células con 50 pL de acido tricloroacético (TCA) al
20% Yy se incubaron a 5°C por 30 min, luego se lavaron con agua corriente y se tifieron
con sulforodamina B (0,4%) en acido acético (1%) durante 30 min. El exceso de tincién
se elimind lavando con é&cido acético al 1% y se secd en campana de extraccion.
Finalmente, el colorante unido a las proteinas se solubilizo agitando con 200 pL de Tris
base 10 mM a pH 10 por 5 min. La densidad Optica se leyd a una absorbancia de 564 nm

en un lector de placas.

El porcentaje de crecimiento celular se determind mediante la siguiente ecuacion:

% imiento = Absorbancia de las células + muestra — Abosrbancia de las células tiempo inicial 100
o crectmiento = Absorbancia + DMSO0 10% — Absorbancia de las celulas tiempo inicial x

Se determind la Clso empleando una grafica semilogaritmica que relaciona la
concentracion del compuesto (ug/mL) contra el porcentaje de inhibicion del crecimiento

celular utilizando el programa Table Curve 2D v5.01 de Jandel Scientific.



7.11.3. Ensayo de modulacién
El ensayo de modulacion fue desarrollado con la misma metodologia indicada en

las secciones 7.11.1, empleando las lineas celulares descritas en la tabla 6.

Tabla 6. Lineas celulares implementadas en el ensayo de modulacién
Linea celular Caracteristicas

MCF-7 Linea parental (sensible a vinblastina)
MCF-7/Vin+ Linea resistente que crece en presencia de 0,192 pg/mL de vinblastina

MCF-7/Vin- Linea resistente que crece en medio libre de vinblastina

Las lineas celulares MCF-7, MCF-7/Vin+, MCF-7/Vin- fueron sembradas en placas
de 96 pozos alternadas con diferentes concentraciones de Vinblastina en presencia del
compuesto de prueba a 25 y 5 pg/mL por 72 horas. Para este ensayo se implementd
Reserpina (5 pg/mL) como control positivo. La placa se dividio en 7 filas y 12 columnas
de A-H. Las soluciones se situaron de la siguiente manera. Fila A: 10 uL DMSO al 10%
+ 190 pL de suspension celular. Fila B-H: 10 pL de las diferentes concentraciones de
vinblastina (10 a 0.00064 pg/mL) + 10 pL del compuesto a evaluar a 25 pg/mL (columna
1, 2, 3 filas B-H) y 5 pg/mL (columnas 4, 5, 6 filas B-H) y 5 pg/mL Reserpina (columnas
7,8,9 filas B-H). Todos los pozos contienen 180 pL de suspension celular. Columnas 10,
11, 12 filas B-H: 190 uL de suspension de células y 10 pL de las diferentes
concentraciones de vinblastina.

Se calculd la Clsp de la vinblastina y en presencia del compuesto de origen natural a
dos concentraciones. Con estos datos, se determiné el factor de reversion (FR; parametro
de potencia) dividiendo la Clso de la vinblastina entre Clso de la vinblastina en presencia

del compuesto de prueba. También fue calculado el FR de la reserpina.



8. Resultados y Analisis de Resultados

8.1. Fase de campo y obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos crudos se emplearon 1752.41 g de material vegetal
seco Yy pulverizado (ver figura 26A). De la extraccion con hexano se obtuvieron 11.6487
g de extracto (EH) con un rendimiento del 0.67%, la extraccidn con cloroformo permitid
obtener 16.5462 g de pasta (EC) con un rendimiento de 0.94% y finalmente la extraccion
con metanol logré la obtencion de 12.0941 g de pasta (EM) con un rendimiento de 0.69%
(Figura 26B).

Figura 26. A) Material vegetal pulverizado y homogéneo. B) Extracto hexanico, cloroférmico y
metanolico, respectivamente.

8.2.  Pruebas de identificacion de resinas glicosidicas.

La cromatografia en capa fina de los extractos crudos, permitié identificar manchas
de color amarillo-marrén que indican la presencia de glicolipidos. En latabla 7 se plantean

los resultados de la cromatoplaca de los extractos crudos.

Tabla 7. Resultados obtenidos en la prueba de identificacion de Glicolipidos mediante la técnica de
cromatografia en capa fina de los extractos crudos.
Prueba Extracto Observaciones

Hexanico Coloracion amarilla (+)
Ce(SO4)2 / H2SO4  Cloroférmico  Coloracion amarilla (+)

Metanélico  Coloracion amarilla (+)




Las pruebas cualitativas de identificacion de carbohidratos fueron positivas para los
diferentes extractos crudos. De acuerdo con lo anterior, en la tabla 8 se describen los

resultados y las observaciones de las reacciones de identificacion de carbohidratos.

Tabla 8. Resultados de las pruebas cualitativas para la identificacion de carbohidratos.

Prueba EH EC EM Observaciones

Keller- + + + Capa superior de color azul-verdosa y capa inferior color
Killiani marron.

Antrona + + +  Coloracion en la interface de color azul-verdoso.
Molisch + + +  Coloracién totalmente plrpura

8.2.1. Prueba de Keller-Killiani
La prueba de Keller-Killiani nos permiti6 identificar glucésidos con desoxiazdcares

en los extractos. La reaccion se basa en primer lugar, cuando el &cido acético glacial
reacciona con el extracto vegetal utilizando un indicador de cloruro férrico en presencia
de acido sulfarico concentrado, formando una capa superior azul-verdosa y una capa
inferior color marrén (Verde , Garcia y Rivas, 2016)
8.2.2. Prueba de Antrona
La reaccion de Antrona es una prueba en general para los carbohidratos. Lo primero

que ocurre es la hidrolisis de los enlaces glicosidicos por accién del acido sulfurico
concentrado produciendo asi monosacaridos que pueden ser deshidratados hasta la
obtencidn de furfural, ademéas de algunos otros derivados que pueden reaccionar con la
Antrona produciendo un complejo de color azul-verdoso (Plummer, 1994).
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Figura 27. Reaccion de Antrona.



8.2.3. Prueba de Molisch
La prueba de Molisch se fundamenta igual que la prueba de Antrona, a excepcion

de que el furfural reacciona con a-naftol produciendo un complejo de color purpura.
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Figura 28. Reaccion de Molisch

8.3.  Toxicidad de los extractos: Bioensayo con Artemia salina

La eclosion de los huevos comenzé a ocurrir pasadas 36 horas bajo las condiciones
antes descritas (Figura 29A). La viabilidad del control fue del 100%, tampoco se
observaron alteraciones en el comportamiento de los nauplios (Figura 29B).

Figura 29. A) Eclosién de los huevos de Artemia salina. B) Nauplio de A. salina. C) Evaluacion de la
toxicidad de los extractos por triplicado. D) Monitoreo de letalidad.



El bioensayo con Artemia salina, se realiz6 a concentraciones de 200, 500 y 1000
ppm de los extractos (Figura 29C). Se observaron dificultades para la supervivencia del
crustaceo, principalmente con el extracto hexanico a las 24 horas de inicio del
experimento. La figura 30, muestra los resultados obtenidos del bioensayo de toxicidad.
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Figura 30. Porcentaje de letalidad de A. salina en funcidn de la concentracion de los extractos hexanico,
cloroférmico y metandlico (ug/mL) durante 24h de exposicion.

En la grafica anterior, se observa que los extractos hexanico y metandlico a 200
pug/mL fueron letales para el 30% de la poblacidn de nauplios expuestos; por el contrario,
el extracto cloroférmico fue letal para el 20% de la poblacion. De igual forma, los
extractos cloroférmico (500 pg/mL) y metandlico (500 pg/mL) provocaron la muerte del
40% de la poblacion, a diferencia del extracto hexanico que logré disminuir el 80% de la
poblacién. Finalmente, a 1000 pg/mL se evidencia que el extracto hexanico causo la
muerte del 100% de la poblacion, seguido del extracto metanolico con el 80% vy
cloroformico con el 60% de letalidad sobre Artemia salina. Asi pues, el extracto hexanico
presentd mayor porcentaje de letalidad respecto al extracto cloroférmico y metandlico.

Una vez obtenido los porcentajes de letalidad de los extractos, se procedié a
consignar los resultados en el software STATGRAPHICS Centurion el cual sirve para
estimar los valores de la concentracion letal media mediante el método probit, el cual es
utilizado en diversos trabajos de investigacion y tesis de grado. La bioestadistica realizada

por el software presento los siguientes datos de la concentracién letal media (CLso):



Tabla 9. Concentracion de letal media (CLso) para los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de la
especie Ipomoea purpurea sobre Artemia salina.

Especie Extracto CLso (ug/mL) Categoria de Toxicidad
Hexanico 314.9 Moderadezrn:e)nte toxico
Ipomoea purpurea  Cloroférmico 872.3 ngeranzf\n/t)e toxico
- Ligeramente toxico
Metandlico 597.15 (V)

Se considera que el extracto hexanico tiene un efecto moderadamente toxico de tipo
I11 ya que se encuentra entre el rango de 100 - 500 pg/mL, y los extractos cloroférmico y
metandlico son ligeramente toxicos de tipo IV ya que se encuentran entre los rangos de
500 - 1000 pg/mL. De esta forma, los diferentes extractos obtenidos de la planta mostraron
una toxicidad moderada frente al bioensayo realizado, por lo que probablemente los
metabolitos secundarios presentes en cada uno de los extractos tienen un efecto
medianamente significativo sobre la supervivencia de A. salina.

Debido a que el valor-p de la tabla de analisis de desviaciones es menor que 0.05,
existe una relacién estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de
confianza del 95.0%. Ademas, el valor-p para los residuos es mayor o igual que 0.05,
indicando que el modelo no es significativamente peor que el mejor modelo posible para
estos datos con un nivel de confianza del 95.0% o mayor. Los intervalos de confianza
muestran la precision que se pueden estimar para los coeficientes dada la cantidad de datos
disponibles y del ruido que esta presente. También, el porcentaje de desviacion de
porcentaje de letalidad explicado por el modelo es igual a 96.97%.

El ensayo de letalidad de Artemia salina se considera una herramienta atil para la
determinacion preliminar de toxicidad de extractos de plantas basandose en la posibilidad
de ocasionar la muerte de larvas (Fernandez, y otros, 2009).

Este método, en el cual se determina el valor de la concentracion letal media (CLso)

de compuestos y extractos en medio salino, ha sido utilizado para la deteccion de toxinas



de hongos, y cianobacterias, toxicidad de extractos de plantas, metales pesados y para
predecir citotoxicidad de compuestos puros (Lagarto, Silva, Guerra, & lIglesias, 2001).

Obtenidos los datos de toxicidad de los extractos de . purpurea sobre A. salina se
considera continuar con la realizacién de métodos y técnicas quimicas para la separacién
e identificacion de los metabolitos secundarios, para ampliar sus estudios bioldgicos, y
asi, evaluar sus efectos farmacoldgicos de estos tipos de extractos para esta especie que
crece en nuestro pais.

8.4.  Fraccionamiento primario por cromatografia en columna de

los extractos vegetales.

8.4.1. Fraccionamiento primario del extracto hexanico

Se realizo el fraccionamiento de 11.60 g de extracto hexanico implementando la
técnica de cromatografia en columna abierta. La columna fue empacada con 233 g de
silica gel utilizando hexano como disolvente. La muestra se eluy0 inicialmente con hexano
y se fue incrementando las polaridades implementando las mezclas de disolventes,
anteriormente descritas en la metodologia. Se colectaron 92 fracciones de 50 mL. La tabla
10 muestra el namero de fracciones, las fracciones que se combinaron y la cantidad

obtenida.

Tabla 10. NUmero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto hexanico.

Fraccion Subfraccion Cantidad (mg)

1-7 - -
8-10 I 644.1
11-13 I 176.3
14 -17 I 628.4
18-24 v 1443.7
25-32 \% 2693.3
33-36 \4 2783.3
37-38 VIl 25243
39-40 VI 582.9

41 -47 IX 673.1




48 — 50
51-55
56 - 60
61-65
66 — 69
70-80
81-92

Xl
Xl
X1
XV
XV
XVI

267.2
240.3
317.9
228.9
265.8
255.5
219.6

Las fracciones fueron concentradas mediante rotaevaporacion a 40°C y analizadas
mediante la técnica de cromatografia en capa fina, reveladas con sulfato cérico con el fin
de establecer el patron que permitiera la unién de las fracciones con igual coeficiente de
retencién. Se obtuvieron 16 (XVI) fracciones combinadas, de las cuales la subfracciones

VIII, 1X, X'y XII revelaron de manera positiva para glicolipidos (Figura 31).

38 40 41 42 43 44 45 48 47 48 49 50 Il 58 59 60 61 62

Figura 31. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azdcares del extracto hexanico.

8.4.2.  Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico

Se realizé el fraccionamiento de 16.53 g de extracto cloroférmico implementando
la técnica de cromatografia en columna abierta. La columna fue empacada con 331 g de
silica gel utilizando hexano como disolvente. La muestra se eluy6 inicialmente con hexano
y se fue incrementando las polaridades implementando las mezclas de disolventes,
descritas previamente en la metodologia. Se colectaron 134 fracciones de 50 mL. La tabla
11 muestra el namero de fracciones, las fracciones que se combinaron y la cantidad

obtenida.



Tabla 11.NUmero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto cloroférmico.

Fraccién Subfraccion Cantidad (mg)

1-25 - -
26 —33 | 635.3
34-35 1 133.1
36 — 37 i 261.1
38 -43 v 321.7
44 — 48 \Y 947.9
49 —55 VI 1321.9
56 — 59 Vil 4987.3
60 - 65 VIl 636.3
66 — 69 IX 713.9
70 X 258.1
71 Xl 229.6
72 X1l 170.7
73-74 Xl 159.5
75-80 b\ 243.5
81-86 XV 160.3
87-89 XVI 296.1
90-94 XVII 290.9
95-96 XVIII 68.7
97 -100 XIX 249.6
101 XX 143.3
102 - 105 XXI 221.9
106 — 111 XX 66.9
112 - 113 XX 18.1
114 - 116 XXIV 32
117 -129 XXV 945.1
130 - 134 XXVI 53.9

Las fracciones fueron concentradas mediante rotaevaporacion a 40°C y analizadas
por cromatografia en capa fina y reveladas con sulfato cérico con el fin de establecer los

patrones de comportamiento y de esta forma agruparlas en un menor nimero de



fracciones. Se obtuvieron 26 (XXVI) fracciones combinadas, de las cuales la
subfracciones X, XII, XIV, XVI, XVII y XX revelaron de manera positiva indicando la

posible presencia de glicolipidos (Figura 32).

Figura 32. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azlcares del extracto cloroférmico.

8.4.3.  Fraccionamiento primario del extracto metandlico

Se realiz6 el fraccionamiento de 12.01 g de extracto metandlico implementando la
técnica de cromatografia en columna abierta. La columna fue empacada con 240 g de
silica gel utilizando hexano como disolvente. La muestra se eluy6 inicialmente con hexano
y luego con mezclas de disolventes para garantizar el aumento en la polaridad de la fase
movil y por consiguiente la elucion de los componentes de la muestra. Se colectaron 125
fracciones de 50 mL. La tabla 12 muestra el nimero de fracciones, las fracciones que se

combinaron y la cantidad obtenida.



Tabla 12.NUmero de fracciones, fracciones combinadas y sus respectivas masas del extracto metanolico.

Fraccion Subfraccion Cantidad (mg)

1-13 - -
13-24 | 128.5
25-34 1 214.5
35-36 Il 39.1
37-38 v 58.4
39-41 \Y 47.2
42 VI 18.9
43 — 47 VIl 1514.4
48 — 52 Vil 409.3
53 -58 IX 419.9
59 - 62 X 128.1
63 — 65 Xl 62.1
66 — 70 Xl 97.7
71-74 XMl 66.1
75-76 XV 24.4
7778 XV 9.1
79 - 86 XVI 1428.3
87— 88 XVII 97.7
89-94 XVIII 68.7
95 -104 XIX 301.4
106 — 110 XX 112.9
111 -112 XXI 224.5
113 -115 XXl 89.3
116 XX 156.8
117 XXIV 136.4
118 - 120 XXV 75.8
121 -125 XXVI 219

Las fracciones fueron concentradas mediante rotaevaporacion a 40°C y analizadas
mediante cromatografia en capa fina, reveladas con sulfato cérico con el fin de agruparlas

en un menor numero de fracciones. Se obtuvieron 26 (XXVI) fracciones combinadas, de



las cuales la subfracciones VIII, IX y XVI revelaron de manera positiva indicando la

posible presencia de glicolipidos (Figura 33).

Figura 33. Cromatoplacas de las fracciones positivas para azlcares del extracto cloroférmico.

8.4.4. Fracciones seleccionadas para analisis

Una vez finalizada la cromatografia en columna de los extractos vegetales de la
especie vegetal Ipomoea purpurea, se seleccionaron las subfracciones mayoritarias de
cada extracto para los posteriores analisis de la siguiente manera:

Del extracto hexanico subfraccion IX con 673.1 mg denominado subfraccion A.

Del extracto cloroférmico subfraccién X con 258.1 mg denominado subfraccion B.

Del extracto metandlico subfraccion IX 'y XVI con 419.1y 1428.3 mg denominadas

subfraccion C y D, respectivamente.



8.5.  Obtencion de los acidos organicos mediante hidrolisis acida

La fase organica derivada del proceso de hidrolisis contiene gran cantidad de
hidrocarburos pertenecientes a los metabolitos secundarios sintetizados por la planta. Los
acidos organicos obtenidos de la hidrdlisis &cida corresponden a los ésteres que se
encuentran acilando los nucleos de los Glicolipidos presentes en esta especie. El analisis
para la identificacion de los acidos grasos mediante la técnica de CG-MS se realizd con
base en los tipos de compuestos registrados en los cromatogramas. También, se efectud
una comparacioén de los &cidos grasos reportados en otras especies de Ipomoea por otros
autores de la literatura cientifica. Los cromatogramas que se presentan a continuacion
representan los compuestos obtenidos en funcion de su abundancia registrada por el
detector de masas y los valores de tiempos de retencion (tr).

8.5.1. Cromatograma de gases de la subfraccion A (H-1X)

35,000,000
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Figura 34. Perfil cromatogréafico de la subfraccion A. Fuente: Laboratorio de analisis instrumental,
programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El analisis por cromatografia gases de la fase organica de la subfraccion A, reveld
la presencia de 39 compuestos, que corresponden a algunos alcanos, cetonas, aldehidos,
alcoholes, esteres y acidos grasos. Estas sustancias se muestran en la tabla No. 13 y se

enlistan segln su orden de elucién en la columna.

Tabla 13. Compuestos volatiles presentes en la subfraccion A.

Pico tr(min) Nombre % Area

1 8.769 Octanoic acid 8.6
2 8.965 Benzaldehyde, 2,5-dimethyl- 0.12




10.304
11.733
12.581
13.354
14.201
15.265
15.781
16.089
16.602
17.162
17.198
17.583
17.720
17.914
18.748
18.886
19.181
19.264
19.322
19.508
19.646
19.809
19.901
20.490
20.677
21.146
21.284
21.486
21.527
21.687
21.798
21.980
22.030
22.328
22.805

n-Decanoic acid
2,3.di-tert-Butyl-1,4-benzoquinone
1,5-Dimetyl-1-vinyl-4-hexenyl butyrate
Hexadecane
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-
Heptadecane
Hexadecane
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-
1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2-methylpropyl) ester
Heneicosane
7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2.8-diona
n-Hexadecanoic acid
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Eicosane
1-Hexadecanol
Heptacosane
Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-
Heneicosane
Oxirane, [(dodecyloxy)methyl]-
Octadecanoic acid
Heneicosane
Docosane
Acetic acid n-octadecyl ester
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
1-Docosene
Triacontane
Kresoxim-methyl
Heneicosane
Tetracosane
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
Phenol, 2,2'-methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-
Decanoic acid, 2-propenyl ester
Hexacosane
Hexadecane

Cyclononasiloxane, octadecamethyl-

0.43
2.22
0.41
0.33
2.64
0.25
0.38
6.50
0.22
0.31
0.74
5.19
6.63
0.69
0.52
0.20
6.89
0.38
0.33
1.99
0.62
0.99
0.49
7.61
7.43
0.27
0.29
0.12
1.71
8.65
0.33
0.25
0.12
1.24
10.14




38  23.104 Heneicosane 2.60
39  23.853 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 11.18

A partir de lo anterior, se logré identificar los &cidos grasos presentes en la fase
organica de la fraccion A, como: &cido octanoico o caprilico (tr = 8.769), acido decanoico
0 caprico (tr = 10.304), acido n-hexadecanoico o palmitico (tr = 17.583) y acido
octadecanoico o estearico (tr = 19.508).

8.5.2. Cromatograma de gases de la subfraccion B (C-X)

3.500,000
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Figura 35. Perfil cromatografico de la subfraccién B. Fuente: Laboratorio de analisis instrumental,
programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El analisis por cromatografia gases de la fase organica de la subfraccion B, revelo
la presencia de 27 compuestos, que corresponden a algunos alcanos, cetonas, aldehidos,
alcoholes, esteres y acidos grasos. Estas sustancias se muestran en la tabla No. 14 y se

enlistan segun su orden de elucion en la columna.



Tabla 14. Compuestos volatiles presentes en la subfraccion B.

Pico tr (min) Nombre % Area
1 6.544 3-Hexanol, 5-methyl- 1.05
2 8.648 Octanoic acid 11.65
3 9.214 Propanedioic acid, phenyl- 1.14
4 11.722 2,5-di-tert-Butyl-1,4-benzoquinone 7.13
5 12.569 1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl- 1.42
6 17.179  7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8dione 3.58
7 17.544 n-Hexadecanoic acid 5.82
8 17.906 Heptacosane 1.32
9 18.739 1-Hexadecanol 1.32
10 19.255 Tetratetracontane 231
11 19.474 Octadecanoic acid 1.46
12 19.802 Heptacosane 2.32
13 19.894 Acetic acid n-octadecyl ester 1.55
14 20.072 Silane, trimethyl (pentyloxy)- 181
15  20.156 Silane, triethyl (1-methylethoxy)- 1.06
16 20.486 Cyclononasilozane, octadecamethyl- 1.14
17 20.667 n-Tridecan-1-ol 33.37
18 21.522 Heptacosane 2.97
19 21.972 Heneicosanoic acid, methyl ester 1.67
20 22.023 Oxirane, [(dodecyloxy)methyl]- 0.65
21 22.180 1,3-Dipalmitin trimethylsilyl ether 0.73
22 22322 Heneicosane 0.85
23 23.098 Tetracosane 411
24 25.256 Octacosane 1.19
25 26.619 Hexacosane 4.36
26 27.400 Tetratetracontane 1.69
27 28.312 Hexacosane 231

A partir de lo anterior, se logro identificar los acidos grasos presentes en la fase

organica de la fraccion B, como: acido octanoico o caprilico (tr =

8.648), acido n-

hexadecanoico o palmitico (tr = 17.544) y acido octadecanoico o estearico (tr = 19.474).



8.5.3. Cromatograma de gases de la subfraccién D (M-XVI)

15,000,000

36
min

Figura 36. Perfil cromatografico de la subfraccion D. Fuente: Laboratorio de analisis instrumental,

programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El anélisis por cromatografia gases de la fase organica de la subfraccion D, reveld

la presencia de 42 compuestos, que corresponden a algunos alcanos, cetonas, aldehidos,

alcoholes, esteres y acidos grasos. Estas sustancias se muestran en la tabla No. 15y se

enlistan segun su orden de elucidn en la columna.

Tabla 15. Compuestos volatiles presentes en la subfraccion D.

Pico tr (min) Nombre %Area
1 5.641 Butanoic acid, 2-methyl 8.34
2 6.698 Tiglic acid 1.83
3 7.442 Butanedioic acid 1.71
4 7.588 Propanoic acid 2.27
5 8.647 Octanoic acid 1.00
6 8.797 Phenol, 3-chloro- 0.89
7 11.728  2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)- 5.95
8 17.192 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8dione 1.20
9 17.582 n-Hexadecanoic acid 8.63
10 17.910 Eicosane 1.07
11 18.192 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8dione 0.56
12 18.743 1-Hexadecanol 1.44
13 19.260 Hexacosane 1.45




14 19.494 Octadecanoic acid 2.92

15  19.642 Heneicosane 1.10
16 19.805 Heptacosane 1.74
17 19.896 1-Acetoxynonadecane 0.97
18  20.171 Hexadecanoic acid, 2-hydroxyethyl ester 0.37
19 20.335 Octanamide, N,N-dimethyl 0.37
20  40.448 Cyclononasilozane, octadecamethyl- 0.85
21 20.673 n-Tridecan-1-ol 16.61
22 21142 Heneicosane 0.66
23 21.522 Tetracosane 2.43
24 21.683 Cyclononasilozane,octadecamethyl- 1.05
25 21.791  Phenol, 2,2°-methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl] 1.89
26 21974 Oxyrane, [(dodecyloxy)methyl]- 0.75
27 22.323 Tetracosane 0.79
28 22.763 Di-n-octyl phthalate 1.11
29 23.098 Tetracosane 3.35
30 23.846 Hentriacontane 2.91
31 24.562 Octacosane 2.80
32 24.827 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 1.64
33 25.255 Tetracosane 2.34
34 25742 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 1.61
35 26.618 Tetratetracontane 4.20
36 27.399 Pentacosane 0.45
37 27.706 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 0.66
38 28.999 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 0.44
39  29.388 Hexadecane 0.41
40  30.616 Cyclononasilozane, octadecamethyl- 1.35
41  32.666 Pentacyclomethyl 6.33
42 35.296 Cyclononasilozane, octadecamethyl- 1.57

A partir de lo anterior, se logro identificar los acidos grasos presentes en la fase
organica de la fraccion D, como: acido tiglico (tr = 6.698), acido butanodioico o succinico

(tr = 7.442), acido propanoico o propionico (tr = 7.588), &cido octanoico o caprilico (tr =



8.647), &cido n- hexadecanoico o palmitico (tr = 17.582) y acido octadecanoico o esteérico
(tr = 19.494).

A continuacion, se mencionan los acidos organicos constitutivos de las resinas
glicosidicas de la especie Ipomoea purpurea comparando los espectros de masas
experimentales con los teoricos, asi como un breve andlisis de los &cidos organicos
reportados en la literatura cientifica.

8.5.4. Acido tiglico

X OH

Figura 37. Representacion estructural del acido tiglico. Edicion realizada en: ChemDraw Professional 16.0
(Perkin Elmer Software).

El cromatograma de la subfraccion D (Figura 36), muestra el pico 2 con un
porcentaje de area de 1.83% y un tiempo de retencion 6.698 minutos. La identificacion
preliminar de este compuesto se realizd por medio de comparaciones con la base de datos
NIST11 permitiendo observar los picos fragmento correspondiente a las ionizaciones y
fragmentaciones de la molécula. A continuacién, se muestra el espectro de masas

experimental del acido tiglico.
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Figura 38. Espectro de masas experimental para el acido tiglico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del acido tiglico se observa el pico del ion
molecular con un valor m/z de 100 uma, asi como otras sefiales de 82, 56, 55 (pico de
base), y 45 uma. Por consiguiente, se procede a comparar con el espectro de masas
experimental de la base de datos NIST11.

Hi#:1 Entry:1771 Library:NIST11s.1ib
SI:97 Formula:C5H802 CAS:80-59-1 MolWeight:100 Retlndex:860
CompName:Tiglic acid $$ 2-Butenoic acid, 2-methyl-, (E)- $$ Crotonic acid, 2-methyl-. (E)- $$ (E)-:

100; !
100 //\\Z\Q\:\H%QO—‘
S
b

0 60 110 160
Hit#:2 Entry: 1768 Library:NIST11s.1ib
SI:92 Formula:C5SH802 CAS:80-59-1 MolWeight: 100 Retlndex:860
CompName:Tiglic acid $$ 2-Butenoic acid, 2 merh\l— (E)- $% Cmton aud 2-methyl-. (E)- $% (E)-:

] OO 100
——
A

10 60 l]O I60 2]0 "60 alO
Figura 39. Espectro de masas teérico de la base de datos NIST11 para el acido tiglico. Fuente: Laboratorio
de analisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.




En el espectro de masas tedrico del acido tiglico se puede observar el pico del ion
molecular con un valor m/z de 100 uma, correspondiente a la férmula molecular CsHgOx.
De igual forma, se observa un pico fragmento de 55 uma (C4H7") como el pico de base en
el espectro, indicando la formacion del ion (Z)-2-butenilo por el proceso de fragmentacién
de la molécula. También, se logra observar la coincidencia de algunos picos
correspondiente a la fragmentacion de la molécula con valores de m/z 100, 82, 56 y 55

uma, como se describe a continuacion.

[C4H50,]"
m/z=385,03
[M]+=m/z= 100,05 /\)J\
. \,, OH
CH;,
(0]
XN+ Il\
+
+
[C4H,] OH
m/z = 55,05 [CH02]+
m/z = 45,00

Figura 40. Fragmentacion de la molécula del acido tiglico. Edicion realizada en: ChemDraw Professional
16.0 (Perkin Elmer Software).

8.5.5. Acido butanodioico
0]

OH
HO

O

Figura 41. Representacion estructural del 4cido butanodioico o succinico. Edicion realizada en:
ChemDraw Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

El cromatograma de gases de la subfraccion D (Figura 36), muestra el pico 3 con un
porcentaje de area de 1.71% y tiempo de retencion 7.442 minutos. La identificacion
preliminar de este compuesto se realizd por medio de comparaciones con la base de datos

NIST11 permitiendo observar los picos fragmentos correspondientes a la ionizacion y



rupturas de la molécula. A continuacion, se muestra el espectro de masas experimental del

acido butanodioico o succinico.
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Figura 42. Espectro de masas experimental para el 4cido butanodioico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del &cido butanodioico se logra observar el
pico del ion molecular con un valor m/z de 99 uma, asi como otras sefiales de 85, 74, 56,
55y 45 (pico de base) uma. De esta forma, se procede a comparar con el espectro de masas

experimental de la base de datos NIST11.

Hit#:1 Entry:3799 Library:NIST11s.lib
SI:80 Formula:C4H604 CAS:110-15-6 MolWeight:118 RetIndex:1132
CompName:Butanedioic acid $$ Succinic acid $§ Amber acid $$ Asuccin $$ Bernsteinsaurg, §$ Dihy
100 7 [’
) 6 .

6 100

35 : HO™ S
|'|'|&‘|'|'|3l|q'|‘|'|'|'|'|‘|'\'|‘|'|‘|'\'|‘|'|'|'|'|‘|'\'|'|'|‘|'\'|'|'|'|'|'|‘|'\'|'|'|‘|'\'|'|'|'|'\'|'|'\J'|

10 60 110 160 210 260 31 36 410 460 510 560

Hit#:4 Entry:3801 Library:NIST11s.1ib

SI:78 Formula:C4H604 CAS:110-15-6 MolWeight:118 RetIndex: 1132

CompName:Butanedioic acid $5 Succinic acid $5 Amber acid $5 Asuccin $5 Bernsteinsaurs 53 Dihy

100, - (

6
HO g

|'|'|8'ﬁ|‘|'|'|‘|'|‘|'\'|‘|'|'|'|'|‘|'|'|'|'|‘|'\'|'|'|‘|'|'|‘|'|'|'|'|‘|'\'|'|'|‘|'\'|'|'|'|'|'|‘|'\'|'|'|‘|'\
10 60 110 160 210 260 310 360 410 460 510 560
Figura 43. Espectro de masas teorico de la base de datos NIST11 para el 4cido butanodioico. Fuente:
Laboratorio de analisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.




En el espectro de masas teorico del &cido butanodioico o succinico se logra observar
el pico del ion molecular con un valor de m/z de 99 uma, que probablemente corresponde
a un fragmento mas estable de formula molecular C4HsO3*. También, se observa un pico
fragmento de 45 uma (CHO:") correspondiente al pico de base del espectro, indicando la

formacion del ion hidroxi(oxo) metilo por el proceso de descarboxilacion de la molécula.

[C4H40,]**
0 m/z = 84,02
|
[M]+ — m/Z — 118,03 [C4H503]+ +K/W+ -OH
. m/z=101,02
o} Z 0
1
e OH —— + J s OH
HOM ol K/:,\’r{\
e
O O ~ 0 , ~OH
+k/+ + W
[C3H,01* [CHO,]"
m/z=156,03 m/z = 45,00

Figura 44. Fragmentacion de la molécula del acido butanodioico. Edicién realizada en: ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

8.5.6. Acido propanoico

O

OH

Figura 45. Representacion estructural del &cido propanoico o propiénico. Edicién realizada en: ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

En el cromatograma de la subfraccién D se muestra el pico 4 con un porcentaje de
area de 2.27% y tiempo de retencion 7.588 minutos. La identificacion preliminar de este
compuesto se realizd por medio de comparaciones con la base de datos NIST11
permitiendo observar el pico del ion molecular y los picos fragmento. A continuacion, se

muestra el espectro de masas experimental del acido propanoico o propiénico.



110

=)
uliy
-
=

-1
n
=)

6

Lh

2 =

-
tn
T

b

b 20, AOL 186 219 280 281 314 342 378 415 447472 499524 550 58
| L L A L

2
| |
30 70 110 150 190 230 270 310 35 390 —130 470 510 550 590

Figura 46. Espectro de masas experimental para el acido propanoico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del acido propanoico se logra observar el pico
del ion molecular con un valor m/z de 74 uma, asi como otras sefiales de 56, 55 y 45 uma.
De esta forma, se procede a comparar con el espectro de masas experimental de la base
de datos NIST11.

Hiti#: 1 Entry:424 Library:NIST11s.lib
SI:85 Formula:C3H602 CAS:79-09-4 MolWeight:74 Retlndex:676
Comp\lame Propanoic acid $$ Propionic acid $$ Carboxyethane $$ Elhdnemlbo‘(\]m acid S$ Ethylfi

T4 \( e

60 110 160 210 260 310 360 410 460 510 560
Hit#:2 Entry:433 Library:NIST11s.lib
SI:84 Formula:C3H602 CAS:79-09-4 MolWeight:74 RetIndex:676

Comp\lame Propanoic acid $$ Propionic acid $$ Carboxyethane $$ Ethanecarboxylic acid $$ Ethylfi
O

_
T ~

I OH

60 ]]0 60 2]0 ’60 310 ""60 —1]0 —160 'alO ‘360

Figura 47. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el acido propanoico. Fuente:
Laboratorio de anélisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.




En el espectro de masas tedrico del acido propanoico o propionico se logra observar
el pico del ion molecular con un valor de m/z de 74 uma que corresponde a la masa total
del compuesto cuya formula molecular es C3HsO2. También, se observa un pico fragmento
de 28 uma (C2Hs") correspondiente al pico de base del espectro, indicando la formacion
del ion etilo por el proceso de descarboxilacion de la molécula producto del bombardeo
electrénico del espectrometro de masas.

8.5.7. Acido Octanoico

OH

Figura 48. Representacion estructural del acido octanoico o caprilico. Edicion realizada en; ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

En los cromatogramas de las muestras A, B y D, se observa los picos 1, 2 y 5 con
porcentajes de area de 8.6%, 11.65% y 1% y con tiempos de retencién 8.769, 8.648 y
8,647 minutos, respectivamente. La identificacion preliminar de este compuesto se realizo
por medio de comparaciones con la base de datos NIST11 permitiendo observar el pico
del i6n molecular y los picos correspondientes a las fragmentaciones en cadena de la
molécula. A continuacién, se muestra el espectro de masas experimental del acido

octanoico.
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Figura 49. Espectro de masas experimental para el acido octanoico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El espectro de masas experimental proporcioné informacion suficiente
correspondiente al pico del ion molecular con un valor m/z 144 uma y sefiales de m/z
correspondientes a 115, 85, 73, 60 (pico de base), 55 y 45 uma. Por consiguiente, se
procedié a comparar con el espectro de masas de la base de datos NIST11.

Hit#:1 Entry:7929 Library:NIST11s.lib
SI:96 Formula:C8H1602 CAS:124-07-2 MolWeight: 144 Retlndex:1173
CompName:Octanoic acid $$ n-Caprylic acid $$ n-Octanoic acid $$ n-Octoic acid $$ n-Octylic acid

100; 5
. “\/“\../’x.u./\[ro”
o

85 101 15
| 10129 14s

10 60 110 160 210 260 310

Hit#:2 Entry:7930 Library:NIST11s.1ib

S1:92 Formula:C8H1602 CAS:124-07-2 MolWeight:144 Retlndex:1173

CompName:Octanoic at{:}i{c}l $$ n-Caprylic acid $$ n-Octanoic acid $$ n-Octoic acid $$ n-Octylic acid
1 5
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Figura 50. Espectro de masas teorico de la base de datos NIST11 para el acido octanoico. Fuente:
Laboratorio de andlisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El espectro de masas tedrico para el acido octanoico indicé el pico del ion molecular
[M*] con un valor m/z de 144 uma, correspondiente a la formula molecular CsH102. De
igual forma, se observé un pico fragmento de 60 uma (C2HsO2") como el pico de base en
el espectro, indicando la formacion del ion carboximetilo por el proceso de fragmentacion
de la molécula. También, se observaron otros picos de m/z 144, 129, 115,101, 85, 73, 60,
43,41, 27,25y 14.
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Figura 51. Fragmentacion de la molécula del &cido octanoico. Edicion realizada en: ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

Las fragmentaciones que se muestran en figura 51 de la molécula de &cido
octanoico, explican los diferentes picos que aparecen en el espectro de masas de la
molécula, como una herramienta de confirmacion estructural. En este caso se tienen
diferentes sefiales en los espectros de masas que indican rupturas moleculares en funcién
de su estabilidad- abundancia y masa molecular.

8.5.8. Acido decanoico

O

WOH

Figura 52. Representacion estructural del acido decanoico o caprico. Edicion realizada en: ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

En el perfil cromatogréfico de la subfraccion A, se observa el pico 3 con porcentajes
de &rea de 0.43% con un tiempo de retencion 10.304 minutos. La identificacion preliminar
de este compuesto se realiz6 por medio de comparaciones con la base de datos NIST11
permitiendo observar el pico del iébn molecular y los picos fragmento. A continuacion, se

muestra el espectro de masas experimental del acido decanoico.
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Figura 53. Espectro de masas experimental para el acido decanoico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del &cido decanoico se logré observar el pico
del ion molecular con un valor m/z de 172 uma, asi como otras sefiales de 143,129, 101,
87, 73, 60 (pico de base) 55 y 45 uma. De esta forma, se procede a comparar con el
espectro de masas experimental de la base de datos NIST11.

Hig: 1 Entry: 13089 Library:NIST11s.1ib
SI96 Formula:C10H2002 CAS:334-48-5 MolWeight:172 RetIndex:1372
CompName:n-Decanoic acid $$ Decanoic acid $$ n-Capric acid $$ n-Decoic acid $$ n-Decylic acid

129
2 L S | 133155 172
10 60 110 160 210 260 310
Hig:2 Entry: 13088 Library:NIST11s.1ib
SI:95 Formula:C10H2002 CAS:334-48-5 MolWeight:172 Retlndex:1372
CompName:n-Decanoic acid $$ Decanoic acid $$ n-Capric acid $$ n-Decoic acid $$ n-Decylic acid
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Figura 54. Espectro de masas teorico de la base de datos NIST11 para el &cido decanoico. Fuente:

Laboratorio de analisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

S

El espectro de masas teorico para el acido decanoico confirmo el pico del ion

molecular [M*] con un valor m/z de 172 uma, correspondiente a la formula molecular




C10H2002". De igual forma, se observo un ion fragmento de 60 uma (C2H30.") como el
pico base en el espectro, indicando la formacion del ion carboximetilo por el proceso de

fragmentacion de la molécula.

. [CoH,;0,]" [CsH150,1°
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< OH CHY OH R OH
[CsHg0,]" ﬂ
: e Ionhe Q ¢ 0 +‘(/\/\)OJ\
‘CH, +2»’4/\)J\0H = +/’\/\)J\ OH = -CH,” OH
" [C7H40,]"
[CeH120,] m/z = 130,10
ﬂ m/z = 116,08 ’
[C,H,01*
O . O . O /z=42,01
. -CH —= -CH —_ QT
CH, *® < — 2 4t —~— 2 /s —~—— |
2+X\)j\0H - %)JjOH +)J'7’OH +)+'OH
[C4H70,] [C3H50,] [C,H;0,]"
m/z = 87,04 m/z="173,03 m/z=159,01

Figura 55. Fragmentacién de la molécula del &cido octanoico. Edicién realizada en: ChemDraw
Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

Las fragmentaciones que se muestran en figura 55 de la molécula de &cido
octanoico, explican los diferentes picos que aparecen en el espectro de masas de la
molécula, como una herramienta de confirmacion estructural. En este caso se tienen
diferentes sefiales en los espectros de masas que indican rupturas moleculares en funcién
de su estabilidad- abundancia y masa molecular.

8.5.9. Acido hexadecanoico
O

WOH

Figura 56. Representacion estructural del acido hexadecanoico o palmitico. Edicion realizada en:
ChemDraw Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).

En los perfiles cromatogréaficos de las muestras A, B y D, se observan los picos 14,
7'y 9 con porcentajes de area de 5.19%, 5.82% y 8.63% con tiempos de retencion 17.583,
17.544 y 17.582 minutos, respectivamente. La identificacion preliminar de este

compuesto se realizd por medio de comparaciones con la base de datos NIST11



permitiendo observar el pico del ion molecular y los picos fragmento. A continuacion, se

muestra el espectro de masas experimental del &cido octanoico.
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Figura 57. Espectro de masas experimental para el 4&cido hexadecanoico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del &cido decanoico se logré observar el pico
del ion molecular con un valor m/z de 256 uma, asi como otras sefiales de 239, 213, 185,
157, 149, 129, 115, 99, 85, 73 (pico de base), 57, 55 y 45 uma. De esta forma, se procede
a comparar con el espectro de masas experimental de la base de datos NIST11.



Hit#:1 Entry:23305 Library:NIST11s.lib

SI:90 Formula:C16H3202 CAS:57-10-3 MolWeight:256 RetIndex:1968
CompName:n-Hexadecanoic acid $$ Hexadecanoic acid $$ n-Hexadecoic acid $$ Palmitic acid $$ P
100

" e e
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143 0 1P 100 | 12723
L L e L R
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Hit#:2 Entry:23313 Library:NIST11s.lib

SI:89 Formula:C16H3202 CAS:57-10-3 MolWeight:256 RetIndex:1968

CompName:n-Hexadecanoic acid $$ Hexadecanoic acid $$ n-Hexadecoic acid $$ Palmitic acid $$ P

100

370 420 470 520 570

:vam/a/\/
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3 T2
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Figura 58. Espectro de masas teorico de la base de datos NIST11 para el acido hexadecanoico. Fuente:
Laboratorio de andlisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

El espectro de masas tedrico para el &cido hexadecanoico confirmé el pico del ion
molecular [M*] con un valor m/z de 256 uma, correspondiente a la formula molecular
Ci6H3202. De igual forma, se observé un pico fragmento de 73 uma (CsHsO2") como el
pico base en el espectro, indicando la formacion del ion 2—carboxietano—1-ilio por el
proceso de fragmentacion de la molécula. También, se observa la coincidencia de algunos
picos correspondiente a la fragmentacion de la molécula con valores de m/z 256, 239, 213,
185, 157, 129, 115, 99, 85, y 73 uma, lo que permite la identificacion de este compuesto.

8.5.10. Acido octadecanoico

OH

Figura 59. Representacion estructural del &cido octadecanoico o estearico. Edicion realizada en:
ChemDraw Professional 16.0 (Perkin Elmer Software).



En los perfiles cromatograficos de las muestras A, B 'y D, se observaron los picos
22,11y 14 con porcentajes de area de 1.99%, 1.46% y 2.92% y con tiempos de retencion
de 19.508, 19.474 y 17.494 minutos, respectivamente. La identificacion preliminar de este
compuesto se realizd por medio de comparaciones con la base de datos NIST11
permitiendo observar el pico del idn molecular y los picos fragmento. A continuacion, se

muestra el espectro de masas experimental del cido octadecanoico.
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Figura 60. Espectro de masas experimental para el acido octadecanoico. Fuente: Laboratorio de analisis
instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.

En el espectro de masas experimental del acido octadecanoico se logro observar el
pico del ion molecular con un valor m/z de 284 uma, asi como otras sefiales de 255, 241,
227, 213, 199, 185, 171, 143, 129, 115, 98, 85, 73 (pico de base), 57, 55 y 45 uma. De
esta forma, se procedié a comparar con el espectro de masas experimental de la base de
datos NIST11.




Hig:1 Entry:25165 Library:NIST11s.1ib
SI:93 Formula:C18H3602 CAS:57-11-4 MolWeight:284 Retlndex:2167
CompName:Octadecanoic acid $$ Stearic acid $$ n-Octadecanoic acid $$ Humko Industrene R $$ H
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Hit#:2 Entry:25163 Library:NIST11s.lib

SI:93 Formula:C18H3602 CAS:57-11-4 MolWeight:284 Retlndex:2167

CompName:Octadecanoic acid $$ Stearic acid $$ n-Octadecanoic acid $$ Humko Industrene R $$ H
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Figura 61. Espectro de masas tedrico de la base de datos NIST11 para el &cido octadecanoico. Fuente:
Laboratorio de andlisis instrumental, programa de Quimica, Universidad del Quindio 2019.
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El espectro de masas tedrico para el acido octadecanoico confirmé el pico del ion
molecular [M*] con un valor m/z de 284 uma, correspondiente a la formula molecular
C18H3602. De igual forma, se observé un pico fragmento de 73 uma (CsHsO2") como el
pico base en el espectro, indicando la formacion del ion 2—carboxietano—1-ilio por el
proceso de fragmentacion de la molécula. También, se observo la coincidencia de algunos
picos correspondiente a la fragmentacion de la molécula con valores de m/z 284, 255, 241,
227, 199, 185, 171, 143, 129, 115, 98, 85, 73, 57 y 55 uma, lo que permitié la
identificacion de este compuesto.

Cabe mencionar, que la presencia de los acidos organicos descritos anteriormente
para la especie vegetal Ipomoea purpurea son presuntivos, lo que nos ayudara como una
fuente de verificacion estructural. A continuacion, se mencionan algunos acidos organicos
que se han identificado en algunas plantas de este género.

Los autores Osorio, Charry, Rios-Vasquez, y Castafieda-Gomez (2018)
identificaron los acidos organicos constitutivos de las resinas glicosidicas de tres especies
de Ipomoea. El 4cido decanoico y hexadecanoico fue identificado en las especies I. trifida,
I. hederifolia e I. purpurea con tiempos de retencion de tr = 10.18 y tr = 13.68 minutos
respectivamente. También, fue identificado el &cido octanoico en las especies I. trifida e
I. purpurea (tr = 8.68 min.). De igual forma, reportaron la presencia del acido tiglico en



la especie I. purpurea (tr = 6.19 min.). Finalmente, registraron la presencia del acido
fenilacético (tr = 10.04 min.), &cido tetradecanoico (tr = 13.04 min) y el &cido
octadecanoico (tr = 15.11 min.) para la especie 1. hederifolia.

Las resinas glicosidicas de la especie vegetal Ipomoea purga fueron aisladas y
caracterizadas por los autores (Castafieda-Gomez y Pereda-Miranda, 2011) e identificaron
los siguientes &cidos del extracto cloroférmico para esta especie: &cido 2-metil butanoico
(tr = 10.18 min.), acido n-hexanoico (tr = 6.5 min.), &cido n-decanoico (tr = 7.4), acido
cindmico (tr= 7.7 min.) y acido dodecanoico tr = (8.01 min.).

De igual forma, los glicolipidos presentes en las semillas de Ipomoea alba fueron
analizadas por (Cruz-Morales, y otros, 2012) identificando la presencia de los &cidos
organicos del extracto cloroférmico. Los autores registraron los siguientes acidos: acido
acético (tr=2.81 min.), acido 3-hidroxi-2-metil butirico (t = 7.95 min.) y el acido tiglico
(tr=6.95 min.).

8.6.  Obtencion de los acidos glicosidicos peracetilados

La mezcla de acidos glicosidicos peracetilados fueron analizados por Cromatografia
de liquidos de alta resolucion en fase reversa. Las condiciones empleadas permitieron la
resolucion de dos picos mayoritarios con tiempos de retencién de 12.19 y 19.28 min. Estos
resultados indican que hay dos tipos de nicleos que constituyen a los glicolipidos de la
especie Ipomoea purpurea. De acuerdo con lo reportado en la literatura cientifica, el pico
con tr de 12.19 min corresponderia al &cido operculinico A y el de 19.28 min al acido

operculinico E (Figura 62).
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Figura 62. Perfil cromatogréfico de los acidos glicosidicos peracetilados.

8.7. ldentificacion y purificacibn de los constituyentes

mayoritarios de cada extracto mediante CLAE

Los glicolipidos presentan estructuras tan complejas debido a su naturaleza
anfipatica que para su aislamiento y purificacion se requiere de técnicas de cromatografia
de liquidos en fase reversa a nivel preparativo. Las especies pertenecientes a la familia
Convolvulaceae producen glicolipidos muy parecidos estructuralmente, con nicleos
oligosacaridos semejantes, lo que dificulta su purificacién por métodos convencionales de
cromatografia de columna o Cromatografia en capa fina preparativa. Actualmente, existen
varios métodos sobre el aislamiento de los glicolipidos; estudios han demostrado una
mayor eficacia mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
para la purificacion exitosa de estos constituyentes ya que ofrece resultados a corto plazo
con una resolucion maxima a través de disponibilidad de pequefios tamafios de particulas,
tamarios de poros y fases estacionarias (Pereda-Miranda, Rosas-Ramirez y Castafieda-
Gomez, 2010). Teniendo en cuenta lo anterior, el analisis de las muestras A, B, Cy D
obtenidas del fraccionamiento primario, se realiz6 mediante la técnica de cromatografia

liquida de alta eficiencia con detector de indice de refraccion (CLAE-IR).



8.7.1. Perfiles cromatograficos para la identificacion de los constituyentes
mayoritarios a nivel analitico

A las muestras A, B, Cy D, se les realizd un analisis por CLAE para obtener los
perfiles cromatograficos teniendo en cuenta las condiciones del apartado 7.8.1. Los
resultados fueron los siguientes:

8.7.1.1. Perfil Cromatografico de la muestra A

La muestra A perteneciente a la fraccion mayoritaria del extracto hexanico, mostro
gran cantidad de constituyentes pertenecientes a glicolipidos que hacen parte de la
muestra. En la figura 63, se observa alrededor de 13 constituyentes con diferentes tiempos
de retencion, de las cuales 8 son compuestos mayoritarios que presentan una intensidad

igual o mayor de 1000.0 mV, asi como 5 compuestos minoritarios menor de 1000.0 mV.
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Figura 63. Perfil cromatografico de la muestra A.
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8.7.1.2.  Perfil Cromatogréfico de la muestra B

La muestra B perteneciente a la fraccion mayoritaria del extracto cloroférmico,
(Figura 64), mostro 4 constituyentes mayoritarios que presentaron una intensidad igual o

mayor de 150.0 mV, asi como 6 compuestos minoritarios menor de 150.0 mV.
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Figura 64.Perfil cromatografico de la muestra B.

Los perfiles cromatogréaficos de las muestras C y D no se lograron obtener con buena
resolucion de los constituyentes a las condiciones que se emplearon para las muestras A
y B. Es importante resaltar, que las muestras C y D corresponden al extracto metanolico
cuyos glicolipidos estarian constituidos de pocas cadenas éster, dificultando la retencién
en la fase estacionaria. Por tal razon se llevo a cabo el empled de una fase movil mas polar
como Metanol-Agua a una proporcion de 7:3. Sin embargo, estas condiciones reflejaron

la gran interaccion de los glicolipidos con la fase estacionaria, dificultando su separacion.
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8.7.2.

nucleo mediante CLAE a nivel semipreparativo

Purificacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de

Una vez establecido los perfiles cromatograficos de las fracciones A y B, se realizo

la purificacién de cada uno de los constituyentes mediante el método de corte de ndcleo a

nivel semipreparativo.
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Figura 65. Cromatograma a nivel semipreparativo de la muestra A indicando el corte de nucleo.

T
4500

T
50.00

5500

La figura 65 muestra el cromatograma a escala semipreparativa de la muestra A,

indicando los cortes de nlcleo que se trazaron, con el fin de purificar los constituyentes

individuales de la muestra. Como resultado, se obtuvo un total de 9 cortes con diferentes

tiempos de retencion, que se describen a continuacion en la tabla 16.

Tabla 16. Descripcion de los cortes realizados a la muestra A a escala semipreparativa.

Corte tr(min) Cantidad (mg)
P1 10 7.6
P2 124 11.2
Ps 16.3 7.2
P4 18 14.9
Ps 24 4.1
Ps 25.6 16.6




Pz 30.5 2.0
Ps 38.3 10.8
Py 46 9.9

Por otro lado, el analisis de la muestra B mediante CLAE a escala semipreparativa
género el perfil cromatogréfico de la figura 66. Como resultado se obtuvo la purificacion
mediante el uso de la técnica de corte de nlcleo obteniendo cuatro cortes representativos,
descrito en la tabla 17.
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Figura 66. Cromatograma a nivel semipreparativo de la muestra B indicando el corte de ndcleo.

Tabla 17. Descripcion de los cortes realizados a la muestra B a escala semipreparativa.
Corte tr(min) Cantidad (mg)

Py 14.7 2.9
P2 17.6 3
Ps3 21 2.3
P4 28.6 3.4

Como se puede ver en las tablas 16 y 17 relacionada a los cortes de ncleo realizados
alamuestra Ay B, se decide continuar con el analisis a las fracciones P4 y Pe de la muestra

A, ya que corresponden a las muestras mayoritarias, por esto, se purificaron a nivel
analitico.



8.7.3.  Purificacion de los constituyentes obtenidos por la técnica de corte de
nucleo mediante CLAE a nivel analitico

Los compuestos correspondientes a las fracciones Ps y Ps de la muestra A, se
sometio a una segunda purificacion mediante CLAE bajo las condiciones analiticas
descritas en el apartado 7.8.1. De la fraccion P4, se obtuvo la purificacion de tres picos
mayoritarios P4-1 (7.0 mg), Ps-2 (3.0 mg) y Ps-4 (4.0 mg) como se observa en la figura
67. De igual forma, del Pg, se purificaron dos picos mayoritarios, Ps-1 (5.0 mg) y Pe-2 (4.0

mg) tal como se observa en la figura 68.
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Figura 67. Purificacion a escala analitica del P4 de la muestra A.
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Figura 68. Purificacion a escala analitica del Pg de la muestra A.

Los productos purificados fueron enviados a Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

y Espectroscopia de Masas (EM) para su caracterizacion y elucidacion de las moléculas.

8.8.  Caracterizacion de las estructuras quimicas de los

compuestos purificados

Cada una de las muestras purificadas P4-1, Ps-2, Ps-4, Ps-1'y Pe-2 fueron analizadas
para caracterizar sus estructuras quimicas mediante el empleo de diferentes técnicas de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas (EM).
Los espectros unidimensionales de proton RMN H proporcionan informacion general
acerca de las estructuras quimicas. De esta forma, el espectro de proton *H permitié
identificar el nimero de sefiales anoméricas en la region comprendida entre 5 — 6 ppm,
gue indicaron el numero de monosacaridos que se encuentran constituyendo el nicleo
oligosacéarido en estas moléculas.

Las resonancias de proton correspondientes a las sefiales anoméricas en el espectro
RMN H fueron identificadas por el método HSQC (Heteronuclear Single-Cuantum

Correlation) que permitié la correlacion de C — H a un enlace de distancia (*Jcn). Una vez



que se identificaron las sefiales de los protones anoméricos, se analizaron sus
multiplicidades para identificar el tipo de aztcar mediante los patrones de acoplamiento.
De esta forma, las sefiales que presentaron como singuletes anchos fueron atribuidas a las
unidades monosacaridas de L-ramnosa y las sefiales anoméricas correspondientes a las
unidades de D-glucosa se asignaron debido a su multiplicidad como dobletes con
constantes de acoplamiento de 7.3 Hz (3Ju.1). Todas las sefiales vecinales a los protones
anoméricos de estas unidades presentaron concordancia con las caracteristicas
determinadas por los patrones de acoplamiento como dobles de dobles con constantes de
acoplamiento aproximadamente de 9.5 Hz (®Ju+) Yy que resultan de la orientacion
ecuatorial de los sustituyentes en el anillo glucopirandésido.

De esta forma, los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN *H)
para los compuestos P4-1, P4-2, P4-4, Pe-1'y Pe-2, mostraron una sefial generada para una
glucosay tres sefiales generadas para los protones anomeéricos de las unidades de ramnosa.
Adicionalmente, se observaron tres dobletes localizados entre o4 0.5 — 3.0 ppm
correspondientes a los metilos de las unidades de metilpentosa en las estructuras. Al
considerar, que los nucleos oligosacaridos estan compuestos por cuatro unidades de
azucar, una hexosa (glucosa) y tres metilpentosas (tres ramnosas), se recurrio al uso de la
técnica bidimensional *H-'H COSY (Correlated Spectroscopy) en la RMN, para la
asignacion de las sefiales restantes de cada uno de los protones metinos en cada

monosacarido.
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Figura 69. Espectro RMN *H (900 MHz, en Piridina) del compuesto P4-4.

8.8.1. Empleo de la técnica RMN: COSY

El procedimiento de asignacion de sefiales mediante estas técnicas se inicia con la
localizacion de los protones anoméricos y el establecimiento de los cuadros de
conectividad de cada uno de los protones con su metino vecinal correspondiente a lo largo
de toda la unidad sacéarida. Es importante resaltar, que para la identificacién de las
unidades sacéridas se tiene en cuenta la localizacion de las sefiales mejores resueltas. En
el caso del espectro RMN: COSY de la muestra Ps-4 (figura 70), se observaron las sefiales
de los protones anoméricos (H1) de cada uno de los azlcares, asi como también H. de cada
unidad de ramnosa (Ram), Hz de la glucosa (Glu) y las tres ramnosas, lo cual facilitan el
diagnostico para la asignacion correcta, en especifico en los casos donde los protones
vecinos se encuentran localizados en regiones con sobreposicion de sefiales. Asi, en el
espectro mostrado en la Figura 70, perteneciente al compuesto Ps-4, se observa que el

proton anomérico Hi de la primera unidad de ramnosa (Ram) establece su cuadro de



conectividad con el Hy, cuyo desplazamiento se encuentra en 4.64 ppm, asi como su
conectividad entre el Hz y Has cuyo desplazamiento se encuentra en 4.60 y 4.35 ppm,
respectivamente. Siguiendo este mismo razonamiento, se localizaron los demas sitios
restantes de los protones de las unidades de azUcares.
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Figura 70. Espectro *H —'H COSY del compuesto P4-4. Seccidn de la porcién oligosacarida.
Correlaciones (3Ju-n)

En la figura 71, se representan las correlaciones H-H a tres enlaces de distancia
observadas en el espectro RMN: COSY, en donde se observa la relacion que hay entre el

H: — H2, Hs — Ha de la glucosa, asi como la relacion del H1 — H, de cada una de las
ramnosas.



Figura 71. Correlaciones H-H mostradas en el espectro RMN: COSY.

8.8.2. Empleo de la técnica RMN: HSQC

Después de llevar a cabo la identificacion de los protones correspondientes a las
unidades de los az(icares a través de la técnica RMN *H bidimensional COSY, se procedid
con la asignacion de los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a los
protones oligosacéridos mediante la técnica RMN bidimensional Heteronuclear **C — 'H
a un enlace de distancia (*Jc-n) HSQC.

Este procedimiento se inicié con la localizacion de los carbonos anoméricos en la
region comprendida entre 95 a 110 ppm en el espectro de carbono obtenidos a través de
una técnica de RMN 3C. Después, se establecio la conectividad entre cada carbono
anomérico con su protdn correspondiente. La Figura 72, muestra el espectro HSQC de la
region anomérica del compuesto Ps-4, donde se observan cuatro sefiales anoméricas, las

cuales confirman el nimero de unidades de azucar en cada ndcleo oligosacérido.
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Esta técnica también permitié identificar los protones que se localizan en las
regiones con mayor sobreposicion correspondiente entre 3.5 — 5 ppm. En la figura 73, se
muestra el espectro HSQC del compuesto P4-4, donde se observa que los protones Hz —
He de la unidad de glucosa, los protones H2 — Hs de cada unidad de ramnosa, asi como el

protén de la aglicona.
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Figura 73. Espectro HSQC del compuesto P4-4. Region oligosacarida para la identificacién de los
carbonos correspondientes a los protones oligosacarido. Correlaciones (*Jc.n).

Siguiendo este mismo analisis, se localizaron y asignaron los desplazamientos
quimicos de los carbonos restantes en el espectro de RMN *3C. Una vez identificado los
desplazamientos quimicos de todos los protones pertenecientes a cada monosacérido en
el espectro de RMN !H, se procedié a llevar a cabo el establecimiento de las
conectividades *C — 'H en el espectro HSQC para determinar inequivocamente la

asignacién de cada sefial de carbono (Tabla 18).

1 (ppm)



Tabla 18. Datos espectroscopicos de RMN *H y 3C del compuesto P;-4

Posicién H 13C H 13C

Glu 1 493 d(7.3) 100.88 4.93 d(7.3) 100.88
2 421 * 76.79 421 * 76.79

3 425 * 7359 425 * 73.59

4 412 dd (8.6, 8.6) 71.67 4.12 dd(8.6,8.6) 71.67

5 3.86 ddd(2.5,4.7,7.6) 77.78 3.86 ddd(2.5,4.7,7.6) 77.78

6 4.32 dd (3.6, 10.0) 6241 4.32 dd(3.6,10.0) 62.41

447 dd(2.1,115) 62.40 4.47 dd(2.1,115) 62.40

Ram 1 6.35 s 101.04 6.35 s 101.04
2 4.64 dd (1.0,3.3) 72.39  4.64 dd(1.0,3.3) 72.39

3 4.60 dd(3.4,9.3) 72.86 555 dd(2.7,9.9) 78.77

4 4.35 dd (9.3, 9.6) 80.23 4.35 dd(9.3,9.6) 80.23

5 4.87 dq (9.0, 6.0) 66.93 4.87 dq (9.0, 6.0) 66.93

6 166 d(6.2) 1873 1.66 d(6.2) 18.73

Ram’ 1 6.22 s 10258 6.46 s 100.68
2 4.76 dd (1.6, 3.1) 7271 521 * 69.39

3 454 dd(3.1,9.1) 7312 454 dd(3.1,9.1) 73.12

4 441 dd(9.2,9.2) 79.15 441 dd(9.2,9.2) 79.15

5 433 dq(6.0,8.7) 69.89 4.33 dq(6.0,8.7) 69.89

6 156 d(6.21) 18.17 156 d(6.21) 18.17

Ram”’ 1 6.29 s 102.61 6.29 s 102.61
2 4.80 dd(1.4,3.2) 72.08 4.80 dd(1.4,3.2) 72.08

3 4.44 dd(3.3,9.2) 7242 522 * 69.39

4 423 * 79.20 554 dd(2.8,10.0) 78.77

5 4.34 dq (6.0,8.7) 68.08 4.34 dq(6.0,8.7) 68.08

6 156 d(6.1) 1817 156 d(6.1) 18.17

Jal 11 3.98 77.89 3.98 77.89

Los desplazamientos quimicos se encuentran en ppm con relacion al tetrametilsilano. Las constantes de
acoplamiento se encuentran en paréntesis y estdn expresadas en Hz. Los desplazamientos quimicos
marcados con un asterisco (*) indican sefiales sobrepuestas. Los patrones de acoplamiento estan expresados
como: s = sefial singulete, d = sefial doble, dd = sefial doble de doble, ddd= sefial doble de doble de doble,
dg = sefial doblete cuarteteado. Todas las asignaciones se basaron en experimentos de correlacion
homonuclear *H-*H (COSY) y heteronuclear *H-*C (HMQC, HMBC).

Este procedimiento, fue necesario para llevar a cabo el establecimiento de la
secuencia de glicosidacion a través de las correlaciones 3C-'H a larga distancia
observadas en los espectros bidimensionales HMBC.

8.8.3. Empleo de la técnica RMN: HMBC

Se procedié a la determinacion de las correlaciones *C — 'H a tres enlaces de
distancia (*Jc-n) a través de la técnica HMBC para el establecimiento de los enlaces
glicosidicos. De esta manera, se identificd los nicleos oligosacaridos constitutivos de las
estructuras Ps-1, Ps-2, Ps-4, Pe-1 y Pe-2. La técnica HMBC permitié confirmar las
secuencias de glicosidacion de los compuestos mencionados, mismas que corresponden a

las descritas para el acido glicosidico E. Este procedimiento se logro identificando las



conectividades C — H entre los &tomos de protones anomericos y los carbonos enlazados
directamente a la posicion donde se establece el enlace glicosidico entre las unidades
monosacaridas. El andlisis de los espectros HMBC de los compuestos mencionados
permitio determinar las mismas secuencias de glicosidacion en los compuestos a traves de
las conectividades 3Ju.c observadas, H.Gluc — CiRam, HsRam — CiRam’, H4Ram’ —
C:Ram”’ Figura 74.

OH Glu
(0]
HO 0 Jal
HO a
/\ \_/
H C Ram 0
(0]
Ram’ HO
H,C OH
O
Ram” JHO
H,C OH
3 0
HO
HO
OH

Figura 74. Conectividades C — H a tres enlaces (3Jc.n) para el establecimiento de las secuencias de
glicosidacion.

Por lo tanto, la secuencia de azlcares del nucleo oligosacarido de los compuestos
Ps-1, P4-2, Ps-4, Ps-1 y Ps-2 se establecio de la siguiente manera: la primera unidad
sacarida del nucleo glicosidico corresponde a la glucosa ya que se encuentra enlazada en
la posicién Ci1 de la aglicona, por las correlaciones observadas entre GluH1 (6H 4.93 ppm)
— JalC11(6C 77.89 ppm); la segunda unidad corresponde a una ramnosa (Ram) que se
encuentra enlazada al C de la glucosa, RamH; (6H 6.35 ppm) — GIuC: (6C 76.79 ppm);
la tercera unidad sacarida corresponde a una ramnosa (Ram’) enlazada en la posicion Cs
de la segunda unidad monosacarida (Ram), Ram’Hi (6H 6.22 ppm) — RamC4 (6C 80.23
ppm) y una unidad de ramnosa (Ram’’) terminal enlazada a la posicion Cs4 de la tercera

unidad de ramnosa (Ram’) Ram’’Hz (6H 6.29 ppm) — Ram’C4 (6C 79.15 ppm). La figura



75 muestra el espectro HMBC del compuesto Ps-4 que ejemplifica la aplicacion de esta

metodologia en la determinacion de la secuencia oligosacarida.
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Figura 75. Espectro HMBC del compuesto P4-4 donde se observa las correlaciones 3Jc.+ para la
identificacion de la secuencia de glicosidacion.

8.8.4. Identificacion de la aglicona metilada del compuesto mayoritario

Mediante el espectro RMN: HMBC del compuesto mayoritario de la muestra P4-4,
se identificé el &cido de cadena abierta correspondiente a la aglicona metilada. Las sefiales
diagnosticas demuestran un carbono carbonilo metilado a dc 173.82 ppm correlacionando
con los tres hidrogenos a on 2.29, 3.6 y 1.57 ppm como se evidencia en la figura 76.
Debido a que las sefiales diagnosticas del compuesto mayoritario no evidencia sefiales de
esterificacion en el nucleo oligosacarido, el compuesto que se propone es el &cido

operculinico E metilado.

f1 (ppm)
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Figura 76. Acido operculinico E metilado.

8.8.5. Determinacion de la estructura quimica del compuesto minoritario

Mediante el espectro RMN: *H, COSY, TOCSY, HSQC y HMBC del compuesto
minoritario de la muestra Ps-4, se logr6 observar la similitud de las sefiales en los espectros
permitiendo identificar que el compuesto minoritario posee el mismo nucleo oligosacérido
del compuesto mayoritario. Con la diferencia, que en el compuesto minoritario se
encuentras enlazados residuos de acidos grasos en diferentes posiciones de los azlcares.

Para la identificacion de las posiciones de esterificacion presentes en la molécula,
el primer paso es buscar las sefiales de los carbonos carbonilicos que comprende la zona
entre oc 170 — 190 ppm. La figura 77, muestra cuatro sefiales de carbonos carbonilicos
para cuatro sitios de esterificacion. Una de las sefiales corresponde a la aglicona y las tres
restantes a sustituyentes. Una vez que se ha identificado cada uno de los grupos carbonilos,

se lleva a cabo su localizacion en el nucleo oligosacérido.
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Figura 77. Espectro HMBC para la identificacion de los carbonos carbonilos para los sustituyentes éster y
para la aglicona.

Para verificar las posiciones de esterificacion, se realiza la asignacion correcta de
los nucleos de carbonos correspondientes a cada uno de los grupos carbonilo. Por lo tanto,
se realizd un analisis de las interacciones *C — 'H a tres enlaces de distancia entre el
nucleo de carbono de los grupos carbonilos y los protones H, de cada sustituyente y de la
aglicona mediante el espectro HMBC (Figura 77).

Debido a que los hidrégenos geminales a grupos éster experimentan un efecto de
desproteccién desplazandose a campo bajo del espectro, las correlaciones observadas
entre estos protones y los protones vecinales permitieron determinar la posicion de los
ésteres en los nucleos. Por lo tanto, el proton H; de la primera unidad de ramnosa (Ram)
a on 4.64 ppm correlaciona con su Hz a dn 5.55 ppm; el proton anomérico de la segunda
ramnosa (Ram’) a dn 6.46 ppm correlaciona con el protén Hz a on 5.21 ppm y finalmente
el proton Hs de la tercera unidad de ramnosa (Ram’”) a on 5.22 correlaciona con el proton
Ha a on 5.54 ppm (Figura 78).
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Figura 78. Espectro COSY de protones esterificados del compuesto Ps-4 minoritario.

Teniendo en cuenta las sefiales diagnosticas del espectro COSY de los protones
esterificados del compuesto Ps-4 minoritario, se propone la estructura quimica del siguiente

compuesto:
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Figura 79. Estructura quimica del compuesto P-4 minoritario.

8.9. Citotoxicidad y modulacion de resistencia a mualtiples
farmacos

8.9.1. Citotoxicidad
Para establecer el grado de citotoxicidad del compuesto Ps-1, se emplearon tres

lineas celulares utilizando los agentes anticancerigenos Vinblastina y Colchicina como
controles positivos. Todas las lineas celulares demostraron ser sensibles a los compuestos
antitumorales con valores de Clso dentro del intervalo de 0.004-0.016 pg/mL, lo que indica
la adecuada sensibilidad de las lineas celulares a los agentes anticancerigenos. La linea
mas sensible con vinblastina fue MFC-7 con una Clsp de 0.004 pg/mL y para colchicina
fue HeLa con un valor de Clso de 0.005 pg/mL. Se emple6 DMSO en proporciones no
mayores a 0.010% para preparar las soluciones del compuesto evaluado, para descartar
interferencias en la actividad citotoxica del compuesto de ensayo.

De acuerdo a los protocolos establecidos para la evaluacion de la actividad

citotoxica de extractos vegetales y fracciones, se considera agentes citotoxicos aquellos



con actividad significativa con valores de concentracion media (Clso) < 25ug/mL y para
compuestos puros Clsp < 4 pg/mL. De este modo, en la tabla 19 se evidencia que el
compuesto Ps-1 no exhibe actividad citotoxica en ninguna de las lineas celulares ya que

presenta valores de Clso mayores a > 25ug/mL.

Tabla 19. Actividad citotoxica del compuesto Pg-1
Clso (ug/mL)
Compuesto MCF-7 HeLa HCT116

Ps-1 > 25 > 25 > 25
Vinblastina ~ 0.004  0.009 0.006
Colchicina 0.008  0.005 0.016
MCF-7 = carcinoma de mama; HeLa = carcinoma de cervix, HCT-116 = carcinoma de colon.

3

8.9.2. Modulacién
La razén mas comun del fracaso de la quimioterapia en el tratamiento contra el

cancer se debe principalmente a la resistencia desarrollada por las células cancerosas a los
farmacos utilizados, resistencia adquirida que puede deberse a una adaptacion de las
células tumorales 0 a una mutacién, con la aparicion de células que se ven menos afectadas
0 gue no se afectan por el farmaco adquiriendo una ventaja selectiva sobre las células
sensibles (Figueroa, 2013). La quimioresistencia en células cancerigenas puede ser una
consecuencia de multiples cambios como disminucion en la captacion del farmaco, el
aumento de las bombas de eflujo, la alteracion en los lipidos de membrana, el bloqueo de
la muerte celular programada, la activacién de mecanismos de reparacion del ADN, asi
como alteraciones en el ciclo celular. Una de las razones por las cuales las células
adquieren resistencia a un amplio rango de farmacos anticancerigenos se debe a la sobre
expresion de unas 0 mas trasportadores dependientes de energia, tal es el caso de la
glicoproteina P, que tiene la tarea de detectar y expulsar el farmaco o cualquier agente
xenobidtico al exterior de la célula (Gottesman, 2002). Por tal motivo las pruebas
bioldgicas son un indicador de la accion de una sustancia en un organismo vivo, desde
ensayos preliminares en lineas celulares y microorganismos hasta ensayos en fase clinica
en humano. En el caso de la quimica de productos naturales, los extractos crudos de

plantas o sustancias aisladas se evaluan mediante una serie de pruebas biologicas



preliminares. Esto permite discernir la accion o las acciones potenciales para
posteriormente buscar modelos bioldgicos mas precisos (Trejo-Ginez, 2016)

La ausencia de citotoxicidad es un requisito importante e indispensable para realizar
los ensayos de modulacion y distinguir claramente cualquier efecto de potenciacion
(inhibicidn de la glicoproteina P) de un posible sinergismo entre un compuesto activo y la
vinblastina. No obstante, se evalud la actividad modulatoria del compuesto puro P6-1
empleando diferentes lineas celulares de mama (ver tabla 6, seccion 7.11.3)

Las células MCF-7 S, MCF-7/Vin"y MCF-7/Vin* fueron expuestas a diferentes
concentraciones de Vinblastina desde 0.00064- 10 pg/mL, un farmaco citotoxico
empleado principalmente para la quimioterapia contra el cancer de mama, testicular,
pulmonar, de cabeza y cuello. A continuacidn, en tabla 20 se resume el comportamiento
de la modulacion del compuesto Pe-1.

Se considera un agente modulador aquellos compuestos que presentan factores de
reversion superiores al control positivo. En este ensayo, el compuesto de prueba resulto
ser menos potente que el control positivo, ya que los factores de reversion para las lineas
MCF-7 S, MCF-7/Vin- y MCF-7/Vin con reserpina como control positivo fue de 143.3,
44.2 y 16.9 mientras que el compuesto P6-1 obtuvo valores inferioresa2 a 25y 5 pg/mL.

Tabla 20. Bioensayo de modulacion del compuesto Pg-1.
Clso (ug/mL) Factor de reversion®

RFmcE- RFmcE- RFwmcr-7

Compuesto®  MCF-7/Vin MCF-7/Vin* MCF-7 sens

7IVin® it sens
Vinblastina 1.37£0.17 1.69+0.26 0.043 £ 0.006
Pe-1 25 1.16 +0.17 1.26 + 0.26 0.026 + 0.002 1.2 1.3 0.6
Pe-15 1.20+0.30 1.40 £ 0.07 0.034 + 0.005 1.1 1.2 0.8
reserpinab 0.031 +£0.020 0.10 £ 0.009 0.0003 = 0.001 44.2 16.9 143.3

8Diluciones seriadas desde 0.000128 a 2 pg/mL de vinblastina en presencia o ausencia de glicolipido (25
pg/mL, 5 pg/mL), P Reserpina = 5 pg/mL como control positivo, ¢ FR = Clsp Vinblastina/ Clso Vinblastina
en presencia de glicolipido. Cada valor representa la media + D.E. de tres experimentos.

Aunque el compuesto Pe-1 de la especie vegetal Ipomoea purpurea no exhibe

factores de reversidn superiores al control positivo, se evidencia un efecto citotoxico



moderadamente modulador en las células de céncer resistentes a vinblastina lo que
conlleva a continuar con la busqueda de nuevos glicolipidos de esta especie pues se ha
demostrado el efecto de los oligosacaridos de especimenes como Ipomoea batatas, I.
murucoides, I. orizabensis, |. pes-caprae, I. purga, I. tricolor pertenecientes a la familia
Convolulaceae sobre la modulacion de la glicoproteina-P en células resistentes a farmacos
antitumorales ademas, se han encontrado compuestos derivados de la Salvia amarissima
que en combinacion con agentes anticancerigenos ejercen un efecto inhibidor de las bobas
de extrusion. Por lo tanto, estas investigaciones aumentan el interés por la busqueda de
nuevos productos de origen natural como posible alternativa para el tratamiento contra el

cancer.



0. Conclusiones

El método de maceracion exhaustiva permitié extraer de manera exitosa los
glicolipidos de las partes aéreas de la especie vegetal Ipomoea purpurea, identificados
mediante pruebas cualitativas de Keller-Killiani, Molish y Antrona y a través de la técnica

de cromatografia en capa fina, empleando sulfato cérico como revelador.

A través del bioensayo con Artemia salina se logré determinar la concentracion letal
media (CLso) a 24 horas de exposicion, identificando el grado de toxicidad de los
extractos. Asi, el extracto hexanico fue moderadamente toxico a una CLso de 314.9 ppm,
mientras que los extractos cloroférmico y metanolico fueron ligeramente toxicos a CLso
872.3 y 597.3 ppm, respectivamente, lo que demuestra el efecto toxico de los extractos

frente al crustaceo.

El empleo de metodologias destructivas y degradativas como la hidrolisis acida y
alcalina, permitié la identificacion de los &cidos tiglico, butanodioico, propanoico,
octanoico, decanoico, hexadecanoico y octadecanoico como los posibles residuos

acilantes de los &cidos glicosidicos de esta especie.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) sirvi6 como una técnica
indispensable para lograr la separacion y purificacién de los glicolipidos presentes en el
extracto hexanico y cloroférmico de esta especie. De igual modo, utilizando la
cromatografia de liquidos en fase reversa (Columna Cig, MeOH-H>O como fase movil) y
la técnica de corte de nucleo, se obtuvieron cinco compuestos de la cuales se realizo la
elucidacion del compuesto P-4, caracterizado como el &cido operculinico E metilado
aislado de forma intacta en esta especie. Finalmente, la cromatografia de liquidos permitid

purificar otros compuestos para sus futuros registros espectroscopicos y espectrométricos.



La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectroscopia de
masas (EM) fueron las técnicas analiticas mas pertinentes para la identificacion y
caracterizacion de los compuestos purificados a nivel molecular. También, las diferentes
técnicas en la resonancia magnética nuclear mono (*H) y bidimensionales (COSY,
TOCSY, HSQC Y HMBC) asi como la espectroscopia de masas, fue de gran apoyo para
la elucidacion estructural del glicolipido mayoritario, el &cido glicosidico E metilado.

Se realizo la evaluacion de citotoxicidad y modulacion del compuesto Ps-1 presente
en la especie Ipomoea purpurea. Este ensayo determiné la baja actividad citotoxica frente
a las lineas celulares tumorales evaluadas como el requisito indispensable para el ensayo
de modulacién de citotoxicidad. ElI compuesto Ps-1 modulo moderadamente la
citotoxicidad de las células de Cancer resistentes a Vinblastina. Se recomienda continuar
con la basqueda de glicolipidos presentes en esta especie que reviertan con mayor

potencial los efectos de la glicoproteina-P .

El presente trabajo de investigacidn describe el primer estudio quimico de las resinas
glicosidicas intactas de la especie Ipomea purpurea en el departamento del Huila, asi
como el empleo de estos compuestos como posibles alternativas para el tratamiento contra

el cancer.
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Figura 3. Perfil cromatografico a escala analitica de la Fraccién B (cloroférmico). Fase moévil: MeOH-H,0 (9:1). Flujo:0,4 mL/min.
Columna Cig (4,6 x 250 mm). Volumen de inyeccion: 20 pL. Concentracion: 1 mg/ 20 pL.
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Figura 4. Perfil cromatografico a escala analitica de la Fraccion C (metandlico). Fase movil: AcN-H,0 (9:1). Flujo:0,4 mL/min. Columna
Cis(4,6 x 250 mm). Volumen de inyeccion: 20 uL. Concentracion: 1 mg /20 uL.
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Figura 5. Perfil cromatografico a escala analitica de la Fraccion D (metandlico). Fase mdvil: AcN-H,0 (9:1). Flujo:0,4 mL/min. Columna
Cis(4,6 x 250 mm). Volumen de inyeccion: 20 uL. Concentracion: 1 mg /20 uL.
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Figura 6. Perfil cromatogréfico a escala semipreparativa de la Fraccion A (hexanico). Fase movil: MeOH-H,0 (9:1). Flujo: 4 mL/min.

Columna Ci5 (19 x 150 mm). Volumen de inyeccion: 500 pL. Concentracion: 50 mg / 500 pL.
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Figura 7. Perfil cromatogréafico a escala semipreparativa de la Fraccion B (cloroférmico). Fase movil: MeOH-H,0 (9:1). Flujo: 4
mL/min. Columna Cis (19 x 150 mm). VVolumen de inyeccién: 500 pL. Concentracion: 50 mg / 500 pL.
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Ps-1 Fase estacionaria: Columna Symmetry
Silicaoctadecilo (Cis) (4.6 mm de didmetro
interno x 250 mm de longitud, 5 pm tamafio
de particula, marca Waters).
Fase maévil: Metanol - Agua (9:1)
Flujo: 0.4 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccién: 20 uL
Concentracion de la muestra: 0,6 mg/20 L
Sensibilidad: 1024 RIU
Elucién de la muestra: Isocratica

erfil cromatogréafico a escala analitica de la Fraccion A (hexano). Fase movil: MeOH-H,0 (9:1). Flujo:0,4 mL/min. Columna

Cis (4,6 x 250 mm). Volumen de inyeccion: 20 pL. Concentracién: 1 mg / 20 pL.




