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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad en la
poblacién mundial. Un amplio nimero de productos naturales se han investigado con el
objeto de evaluar su actividad anticancerigena. Uno de estos compuestos con resultados
satisfactorios es la pristimerina, un triterpeno metilénquinona capaz de inducir apoptosis

por diversos mecanismos en distintas lineas celulares de cancer.

En el presente trabajo se evalud la presencia de pristimerina en raiz, tallo y hoja de
la planta Mortonia greggii, identificandose Gnicamente en los dos primeros organos. La
edad de las plantas empleadas se determind en funcion de sus anillos de crecimiento,
estimandoles una edad aproximada de 9 afios. Al analizar la cantidad del metabolito de
interés en dos diferentes fechas de colecta de la planta, se hallé6 que la concentracion de
pristimerina en tallo colectado en enero de 2012 fue un 25% mayor con respecto a la
colecta en agosto del 2011, mientras que en raiz, la colecta de enero 2012 tuvo un 56%

mas.

En el proceso de extraccion solido-liquido a partir de corteza de tallo y raiz se
estudid el efecto del sistema de solventes, nimero de extraccién y proporcion entre
material vegetal y solvente (p/v) sobre la pureza y rendimiento de pristimerina en los
extractos crudos. En tallo, al realizar la extraccion de pristimerina con hexano:acetona 2:8
(v/v), en tres extracciones sucesivas permitié obtener un porcentaje de recuperacion de
hasta el 97.39% con una pureza de 5.6 mg de pristimerina/g de extracto que no se afectd
con estas reextracciones. En raiz, el solvente mas adecuado fue etanol, y a pesar de que una
segunda extraccion permitia una recuperacion acumulada del 85.74%, se observo un
decremento de pureza de 27%. La proporcion indicada para realizar la extraccién en ambos
tipos de extracto fue 0.05g planta/ mL solvente. En tallo los tiempos de extraccién que se
seleccionaron fue el intervalo 0.5 a 1.5h por favorecer pureza y rendimiento, mientras en
raiz se halld6 que al incrementar el tiempo de extraccion a 10h se obtenia el mayor
rendimiento y la pureza no se modificaba con los tiempos de extraccién. Estos resultados

se obtuvieron bajo condiciones estaticas de extraccion, por lo que se buscd optimizar el
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proceso con una extraccion dindmica mediante la aplicacion de un disefio Box-Behnken.
Las condiciones Optimas para la extraccion de tallo fueron 1h 5min 45.6 s, 103.0 rpm y
29.7 °C con una pureza de 4.01lmg pristimerina/g de extracto y rendimiento de 4.33mg
pristimerina/10 g de planta. Para corteza de raiz las condiciones Optimas fueron 30
minutos, 200 rpm y 49.7 °C, logrando una pureza de 72.37mg pristimerina/g de extracto y
un rendimiento de 86.77 mg pristimerina/10g de planta.

Para el aislamiento se realizaron columnas cromatogréaficas sephadex LH-20,
encontrandose que la columna de sephadex incrementé al doble la pureza de pristimerina
en el extracto de corteza de raiz con un 28.28% de recuperacion. Otra estrategia de
separacion fue la particion en 2 fases inmiscibles a partir de fracciones de baja pureza
después de haber pasado por una columna de sephadex LH-20 para su enriquecimiento. Se
estimaron 3 coeficientes de particion de entre 2.27 y 3.01 y porcentajes de recuperacion del

65 al 76% para las composiciones S, T y U del sistema Arizona.

Finalmente se propuso un proceso de extraccion y aislamiento de pristimerina
basado en los resultados obtenidos. En este proceso se propone decorticacion y molido de
corteza de tallo y raiz, una extraccion dindmica en las condiciones 6ptimas y en el caso de
tallo dos extracciones sucesivas estaticas adicionales mientras que para raiz ocurre una
extraccion mas. Los extractos de raiz se pasan por una columna de filtracion en gel LH-20
y las fracciones con indices de pureza menores a dos se particionan para conseguir la
pureza deseada para el CPC. El extracto de tallo se somete a separacion en proporcion 15:1
de las fases acuosa y organica y se multiplica la pureza 32 veces contribuyendo a poseer
una muestra para aislar por CPC con la pureza adecuada. Se concluyo es posible purificar
364 mg de pristimerina a partir de 60.5g de corteza de raiz y 396.2 mg de pristimerina de

800 g de corteza de tallo con base al diagrama de proceso propuesto.
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I. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad crénica-degenerativa que ataca indiscriminadamente a
diversos sectores de la poblacién, se estima que alrededor del mundo se diagnostica cancer
a 24 personas por minuto y mueren 15 cada minuto. A nivel nacional el panorama es
también poco alentador, cada hora se diagnostican 14 personas y mueren 8 por hora
(Fundacién Teleton, 2012). En este contexto, el cancer en la actualidad es una tematica de
interés en investigacion con el objetivo de desarrollar nuevos farmacos eficaces para su

prevencion y tratamiento.

Las plantas representan una importante fuente natural de diversos metabolitos
secundarios que son utiles al ser humano por su actividad biolégica y en particular por sus
propiedades anticancerigenas. Desde tiempos ancestrales, diversas civilizaciones han
aprovechado las plantas en preparaciones para su uso terapéutico y en los ultimos afos se
han conjuntado esfuerzos por identificar, aislar y/o caracterizar a la(s) molécula(s)
responsable(s). Entre los diversos grupos de compuestos responsables de brindar estas
propiedades medicinales a las plantas estan los triterpenos metilénquinonas, compuestos
electrofilicos con capacidad de inducir muerte celular en células cancerigenas por

mecanismos aun no elucidados por completo.

La pristimerina es uno de estos compuestos del tipo metilénquinona aislado de
diversas plantas de la familia Celastraceae. En estudios in vitro la pristimerina ha
mostrado mayor citotoxicidad I1Cso en comparacion con otros productos naturales entre los
cuales se encuentra el paclitaxol (Gomes, et al, 2011), por lo cual la pristimerina se ha

perfilado como un interesante agente anticancer.

El precio actual de la pristimerina (25 mg) en el mercado oscila entre $6,155
(Cayman chemical, 2011) y $10,370 (Sigma Aldrich, 2011) siendo inaccesible
practicamente su adquisicion para fines terapéuticos. Este costo se encuentra en funcion
del estado traza (0.0024-0.0045 %) en el que se encuentra la molécula en la raiz de las

plantas y a los métodos de extraccion y aislamiento empleados. Debido a estas razones




surge la necesidad de buscar por nuevas fuentes vegetales y establecer mas y mejores
técnicas para su obtencion. La optimizacion del método de extraccion permite contar con
un extracto de mayor calidad en cuanto a pureza y rendimiento de pristimerina y asi
reducir el nimero de etapas subsecuentes de purificacion. En el aislamiento, la seleccion
de columnas cromatograficas con la mejor purificacion y condiciones de operacion permite
un aislamiento eficiente que repercutird a largo plazo sobre la disponibilidad y demanda

futura de pristimerina.

1.1 Objetivo general

v Establecer un proceso de extraccion y aislamiento de pristimerina a partir de
la planta Mortonia greggii.

1.1.10bjetivos particulares

v' Evaluar la presencia de pristimerina en los distintos 6rganos y tejidos de la
planta y ubicar temporalmente a la planta.

v' Determinar las variables que afectan la extraccion solido-liquido de
pristimerina en Mortonia greggii.

v Definir las condiciones éptimas en la extraccion sélido-liquido de pristimerina.

v Establecer un método de aislamiento de pristimerina mediante cromatografia

en columna.




Il. ANTECEDENTES

2.1 Cancer: conceptualizacion y estadisticas

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2011) por céncer se designa a
un amplio grupo de enfermedades que pueden atacar diversas partes del cuerpo y que se

caracterizan por el crecimiento rapido de células anormales.

De acuerdo al Instituto Nacional del Cancer (INC, 2011) el cancer se puede
agrupar en las siguientes categorias de acuerdo al origen embrionario del tejido a través del

cual se deriva la masa (Kindt, 2007):

» Carcinoma. Cancer desarrollado en la piel y en los revestimientos de los 6rganos
internos. Ejemplos de estos canceres son de colon, mama, prostata y pulmén.

» Sarcoma. Cancer desarrollado de tejidos conjuntivos mesodérmicos o de sostén
como hueso, grasa y cartilago.

» Leucemia. Cancer que empieza en las células sanguineas.

» Linfoma y mieloma. Canceres iniciados en células del sistema inmunitario.

» Canceres del sistema nervioso central. Aquellos desarrollados en cerebro y médula

espinal.

En el 2008, el 30 % de las defunciones mundiales (7.6 millones) se atribuyo al
cancer. A nivel mundial los canceres causantes de mayor nimero de defunciones por afio

son de pulmon, estdmago, higado, colon y mama (OMS, 2011).

En México, las estadisticas méas recientes son las proporcionadas en 2008 por
INEGI, en las cuales se indica que de 1998 a 2008 la tasa de defuncién por tumores tuvo
un incremento de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil habitantes. Entre los hombres, el cancer de
prostata fue el tipo de cancer que causo el mayor porcentaje de muertes (8.1%) seguido por

el de traquea, bronquios y pulmén; mientras en las mujeres el cancer de mama fue el

.



predominante (7.6%) seguido de los tumores malignos de ovarios (INEGI, 2008). La

distribucion de muertes en el afio 2008 por tipo de c&ncer se indica en la figura 1.

Porcentaje de defunciones por tumores malignos para cada sexo

2008
Tumores malignos
16 Encéfalo 14
12 Laringe 02

7.0  Traquea, bronquios y pulmon 36

0.0 Mama 76
37 Higado 43
27 Pancreas 30
47 Estomago 40
10 Vias urinarias 06
8.1 Prostata Ovarios 6.4

Cuello del itero 2.7
33 Colon 31
32 Leucemia 27
19 Linfoma no Hodgkin 15

Fuente: INEGL Estadisticas Vitales. Defunciones 2008. ase de datos.

Figura 1. Porcentajes de defunciones por tumores malignos por sexo en México. Fuente: INEGI,
2011.

2.1.1Tratamiento de cancer

El tratamiento del cAncer depende de diversos factores entre los que se encuentran
la edad de la persona, su estado de salud, el tipo y estadio del cancer (Roberts, 2003);
ademas en ocasiones se utiliza mas de un tipo de tratamiento en combinacion de otros.
Entre los distintos tratamientos que existen actualmente para el tratamiento del cancer se

enumeran los siguientes (Kindt, 2007):

% Cirugia. Implica la eliminacion del tumor y de los tejidos circundantes, es aplicable

cuando el cancer se detecta tempranamente.




*
°e

Quimioterapia. Es el uso de farmacos administrados por diversas vias para el

tratamiento.

% Radioterapia. Emplea rayos de alta energia para interrumpir el desarrollo y
division de las células cancerosas.

%+ Hormonoterapia. Se administran farmacos que reducen la produccion de hormonas
y es eficaz para los canceres hormonodependientes (cancer de mama y de prostata).

% Terapia bioldgica. También conocida como inmunoterapia, consiste en reforzar el
sistema inmune a través del uso de un coadyuvante (citocinas o anticuerpos) para
combatir los tumores malignos.

% Trasplante de meédula 6sea. Esta modalidad de tratamiento se emplea para canceres
en sangre o en el sistema linfatico y representa una opcion en la formacion de
nuevas células sanguineas cuando se usa la quimioterapia.

% Terapia geénica. Aun no esta autorizada como tratamiento para humanos, su uso es

aplicable s6lo en ensayos clinicos, mediante un vehiculo se introducen genes sanos

en celulas humanas para sustituir genes defectuosos causantes del cancer.

Muchos de estos tratamientos resultan agresivos, por lo cual se buscan opciones

maés eficaces y con menos efectos secundarios, tales como los productos naturales.

2.1.2 Productos naturales con actividad anticancerigena

Antes de describir la importancia que han tomado los productos naturales en el
tratamiento de cancer, es necesario establecer el concepto de producto natural. Marcano y
Hasegawa (2002) definen a producto natural como sindnimo de metabolito secundario, y a
éste como un compuesto quimico o molécula polifuncional sintetizado en los seres vivos y
en la mayoria de los casos “no tiene utilidad aparente para el ser que lo sintetiza a
diferencia de los metabolitos primarios”, aunque en bastantes casos esta idea se ha ido

descartando.

La revision hecha por Newman y Cragg (2010) sobre las nuevas entidades

quimicas reportadas por la FDA en el periodo de 1981 a 2010 muestra que la contribucién




de los productos naturales (N) a los medicamentos es de alrededor del 4% (figura 2).
Ademas un 22% de sustancias provienen de derivados de productos naturales (ND) y cerca
del 1% de los medicamentos es de origen natural botanico u obtenido de plantas (NB). En
suma, el porcentaje de drogas derivado de los productos naturales incluyendo las
subcategorias N, NB y ND es de aproximadamente 27%, con esto se indica la importancia
de los productos naturales como agentes terapéuticos.

v, 80,6% B, 202, 15°
S*/NM, 122,9% | ’

S, 55, 4%

S'NM, 146, 11%

ND, 299,22%

S, 387,29%
Figura 2. Todos los nuevos medicamentos aprobados, 1981-2010, por fuente: B=bioldgico,
N=producto natural, NB=producto natural botanico, ND= derivado de producto natural,
S=Totalmente sintético, S*= Elaborado por sintesis total pero de origen natural, V=vacuna y NM=
modificacion de producto natural o producto natural mimico (N=1355). Fuente: Newman y Cragg,
2010.

En el caso particular de cancer, en la misma revision de Newman y Cragg (2010)
en el periodo de 1940 hasta 2010 se indica la contribucion de los productos naturales

(13%) al desarrollo de farmacos contra el cancer (figura 3).




V.5 2%
| B, 26, 13%

S*/NM, 8, 4%

S*,20, 10%

N, 27, 13%
S'NM, 18, 9"i,

NB, 1, 0%

S, 44,21%
ND, 57, 28%

Figura 3. Medicamentos anticancerigenos disponibles, 1940-2010, por fuente: B=bioldgico,
N=producto natural, ~NB=producto natural botanico, ND= derivado de producto natural,
S=Totalmente sintético, S*= Elaborado por sintesis total pero de origen natural, V=vacuna y NM=

modificacion de producto natural o producto natural mimico. Fuente: Newman y Cragg, 2010.

En la figura 3, se observa también que aparentemente el porcentaje
correspondiente a productos naturales de plantas es casi nulo (0%), sin embargo si lo sélo
consideramos los medicamentos aprobados de 1981 a 2010 ya es visualizable un 1% para

este subcategoria de los compuestos naturales (figura 4).

S*/NM, 8, 6% V.5 4%
8%, 11, 9% B, 24,19%

_ \ _N, 11, 8%
S/NM, 16, 12%, i,

NB, 1, 1%

S, 20, 16%/ |I

ND, 32, 25%

Figura 4. Medicamentos anticancerigenos disponibles, 1981-2010, por fuente: B=bioldgico,
N=producto natural, NB=producto natural botanico, ND= derivado de producto natural,
S=Totalmente sintético, S*= Elaborado por sintesis total pero de origen natural, V=vacuna y NM=

modificacion de producto natural o producto natural mimico. Fuente: Newman y Cragg, 2010.




2.2 Triterpenos

Los triterpenos son compuestos de 30 carbonos formados por 6 unidades de
isopreno o 2-metil-buta-1,3-dieno (Spivey, et al., 2002), se encuentran distribuidos en

forma amplia en animales y plantas.

Entre las funciones que se les atribuyen a los triterpenos en plantas estan la
reparacion de heridas y la defensa quimica frente a insectos y al propio ambiente
(Salminen, et al., 2008). El estudio de los triterpenos ha llamado la atencion debido a su
relacion con los esteroides y las hormonas sexuales humanas (Marcano y Hasegawa,
2002). Sin embargo, el grupo de los triterpenos es extenso y dentro de éste se pueden
encontrar diversas subcategorias de compuestos, en los cuales la presencia o ausencia de

uno o mas grupos funcionales les confiere distinta actividad biologica.

2.2.1 Biosintesis de triterpenos en plantas

En animales, el proceso de biosintesis de triterpenos es complejo y menos
conocido que en plantas. Los triterpenos, como se menciono anteriormente, se forman por
unidades de isopreno. Estas unidades de isopreno provienen de dos rutas metabdlicas: la
via del mevalonato (MVA) y la via del metileritritolfosfato, también llamada del no
mevalonato. La primer ruta ocurre en el citosol de las células partiendo de acetil-CoA,
mientras la segunda via se efectla en los cloroplastos, y parte de gliceraldehido-3-fosfato y
piruvato, ambos provenientes de la glucolisis (Dewick, 2009). Se cree que por la naturaleza
citosolica de la mayoria de triterpenos, esteroides y algunos sesquiterpenos las unidades de
isopreno que los conforman son preferentemente sintetizadas por la via del mevalonato
(MVA), por tanto para fines de esta revision Unicamente se hablara acerca de esta via para

explicar la formacion de isoprenoides.

La ruta biosintética del mevalonato (MVVA) comienza con la condensacién de dos
moléculas de acetil-CoA formando acetoacetil-CoA, se incorpora una tercer molécula de

acetil-CoA para producir B-hidroxi-B-metilglutarilCoA (HMG-CoA) por accion de la
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enzima HMG-CoA sintasa. En una tercera reaccion, la proteina integral del reticulo
endoplasmicos liso, la HMG-CoA reductasa cataliza la conversion del HMG-CoA a
mevalonato. Al mevalonato se transfieren tres grupos fosfatos de ATPs (Trifosfato de
Adenosina) y por una reaccién de descarboxilacion el 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato
pierde el grupo carboxilo y un fosfato generando dos isoprenos activados:
isopentenilpirofosfato (IPP) y dimetilalilpirofosfato (DMAPP), interconvertibles entre si

por la IPP isomerasa (Lehninger, 2003), figura 5.

Después de ocurrir la sintesis del IPP y DAMPP, estos se unen y generan
geranilpirofosfato (GPP) con 10 carbonos, al cual si se adiciona un IPP mas se obtiene
farnesilpirofosfato (FPP) de 15 carbonos, estas reacciones de polimerizacion (figura 5) son
realizadas por enzimas preniltransferasas (McGarvey y Croteau, 1995). Dos moléculas de
FPP son enlazadas para formar triterpenos a través de la escualeno sintasa, como se espera
el producto de la adicidn electrofilica se logra el escualeno, importante precursor de
triterpenos y fitoesteroles en plantas. Para la formacion de ciclos se requiere como
intermediario al 2,3-oxidoescualeno. La flavoproteina responsable es la escualeno
epoxidasa. Protonacion y adiciones electrofilicas suceden hasta un catién protosteril que en
el caso del reino vegetal conduce al cicloartenol, por pérdida de un proton (Dewick, 2009);
el cation protosteril también da lugar a la formacidn de otra clase de triterpenos y se puede
sefialar como un significativo intermediario y a partir de éste las reacciones parecen ser

bastante especificas dependiendo el subgrupo de compuestos a estudiar.

.
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Figura 5. Biosintesis de IPP por ruta de mevalonato y del 2,3-epoxidoescualeno.
2.2.2 Metilénquinonas y pristimerina

El término metilénquinona se utiliza para referirse a un compuesto analogo a las
quinonas en el cual un oxigeno del grupo carbonilo es desplazado por un metileno. Estos
compuestos son mas reactivos que la quinona y han cobrado importancia en los Gltimos
afios por su uso como intermediarios quimicos en la sintesis organica para el disefio de
farmacos con actividad antibiética y antitumoral (Rokita, 2009). Entre las principales
ventajas descritas por Rokita (2009) para el uso de estos compuestos metilénquinonas en el
disefio de farmacos se hallan la reversibilidad de las reacciones que se ejecutan con estos y

su capacidad de extender la vida de electrofilos en los sistemas biolégicos.




Existen una gran variedad de triterpenos que son metilénquinénicos y son
productos naturales que quimiotaxondomicamente caracterizan a plantas de las familias
Hippocrateaceae y Celastraceae. En los diversos reportes donde se han aislado y evaluado
compuestos de esta naturaleza, se ha destacado su actividad antimicrobiana, antimalaria,
citotoxica y antitumoral (Carvalho, et al, 2005).

La pristimerina (figura 6) o metil éster celastrol es un triterpeno metilénquinona
pentaciclico perteneciente al grupo de los friedelanos aislado de diversas plantas de las
familias Celastraceae e Hippocrateaceae que en los Gltimos ha llamado la atencién por ser
un potente producto natural con actividad anticancerigena.

Figura 6. Estructura quimica desarrollada de pristimerina

El nombre IUPAC para esta molécula es (9b, 13a, 14b, 20a)-3-hidroxi-9,13-
dimetil-2-oxo-24, 25, 26-trinoleana-1(10), &cido 3, 5,7-tetraen-29-oico metil éster, sus

propiedades fisicas y quimicas se presentan en la tabla 1.




Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de pristimerina. Fuente: The Chapman And Hall Natural
Products, 2011

Sinénimo Metil éster celastrol

Formula molecular CzgH4004

Peso molecular 464.64 g/mol
Apariencia Cristal anaranjado en aguja
Solubilidad Soluble en EtOAc, CHCI3, CgHg, Et20; medianamente soluble

en MeOH, acetona, hexano y EtOH (10 mM); poco soluble en
H.0, acidos y bases. Solubilidad en DMSO >5 mg/mL

UV-Vis MeOH Amax 245 (¢10700), 419 (¢15500); en EtOH Amax 221
(£11220), 252 (¢8910), 424 (£12020)

2.2.3 Actividad bioldgica de la pristimerina

La pristimerina al pertenecer a los compuestos metilénquinona se ha encontrado
también en las plantas de las familias Celastraceae e Hippocrateaceae. En la década de
1990, Gunatilaka y Dirsch reportaron la actividad antimicrobiana, antitumoral y
antiinflamatoria de este compuesto, no obstante, desde hace tiempo extractos de plantas
con pristimerina y muchos otros triterpenos metilénquinonas son usados en la medicina
tradicional para tratar reumatismo, soriasis y cancer (Dirsch, et al, 1997). En 1996, Khalid,
et al, reporté el aislamiento de una fraccion de pristimerina con I1Csp =1.6 pg/mL de
actividad antimalarial y 1Csp = 6.3 pug/mL de actividad antileishmanial. Dirsch vy
colaboradores (1997) evaluaron pristimerina en concentraciones de 0.1 a 1 uM, observando
inhibicion en la expresion del RNAm de la 6xido nitrico sintasa en macréfagos activados
con lipopolisacaridos con lo cual se verificaba la actividad antiinflamatoria de la
pristimerina. Mas tarde, Alvarenga y colaboradores (2001) demostraron la actividad
insecticida del compuesto contra la polilla de la manzana Cydia pomonella a

concentraciones desde 20 a 80 mg/mL.

La pristimerina ha mostrado citotoxicidad en varias lineas de cancer pulmén
(A549), mama (MCF-7) e higado (HepG2 y Hep3B). En células de cancer de mama MDA-
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MB-231 tratadas con pristimerinaa 1 y 3 pM se detectd apoptosis celular como la forma
de muerte causada por el compuesto. En este estudidé se midi6 mediante Western Blot la
expresion de las proteinas caspasas 3, proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-X,) y proteinas
proapoptéticas (Bax), concluyendo que la activacion apoptdtica por este compuesto
metilénquinona es dependiente de caspasas (Wu, et al, 2005). La inhibicién del NFkB con
concentraciones de pristimerina menores a 100nM en células de mieloma humano vy
ratones inmunodeficientes fue observada en el estudio publicado por Tiedemann, et al
(2009), donde se discuti6 la apoptosis generada por supresion de ciclinas D e inhibicion del
proteosoma. Yang Yy colaboradores (2008) encontraron que pristimerina también inducia
apoptosis por inhibicion de proteosoma en las células PC-3 de cancer de prostata tratadas

con 5uM por 8h.

Uno de los estudios mas recientes en cuanto a la actividad anticancerigena de
pristimerina también indico reduccion hasta en un 50% del crecimiento celular e induccion
de apoptosis en células de leucemia mieloide cronica tomadas de pacientes (Lu, et al,
2010) ademas de celulas que presentaban resistencia al farmaco imatinib por mutacion del
gen Bcr-Abl (KBMb5). Lopez (2010) estudio el efecto de modificaciones quimicas
realizadas a la pristimerina sobre la citotoxicidad del compuesto en células Hepa-1clc7 y
se percato que disminuyo la citotoxicidad en 5 de los 6 derivados evaluados posiblemente

por la alteracion quimica del grupo metilénquinona.

2.2.4 Biosintesis de pristimerina

La pristimerina es un triterpeno pentaciclico, los triterpenos pentaciclicos pueden
estar conformados por cinco anillos de 6 miembros (glutinano, ursano, oleano, taraxerano
y friedelano) o cuatro anillos de 6 miembros y uno de cinco (lupano y hopano). En
particular la pristimerina pertenece a la serie de friedelanos, los cuales derivan del
oxidoescualeno (Nufiez, 2004). Después de la biosintesis de este intermediario descrita
anteriormente, el epoxidoescualeno sufre protonacion, ruptura del anillo y ciclaciones

conduciendo al cation dammarenilo (figura 7).
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Figura 7. Formacion de friedelanos y biosintesis de pristimerina propuestas. Fuente: Nufiez (2004).




Un cuarto anillo de cinco carbonos se expande para consolidarse en 6 carbonos y
obtener el cation baccharenilo por migracion alquilica, la ciclacién del doble enlace del
baccharenilo genera el quinto anillo de 5 carbonos con un catién terciario o mejor conocido
como cation lupenilo interviniendo como enzima la lupeol sintasa. La expansion del
lupenilo por migracion de un enlace genera el sistema oleano, este cation se convierte en
taraxarenil por traslocacion de un metilo (Dewick, 2009), en taraxarenilo ocurren
nuevamente dos rearreglos de metilos para tener glutinanilo y finalmente la Gltima
traslocacion conduce al cation friedelanilo (Nufiez, 2004). La friedelina es considerada el
precursor mas cercano de la pristimerina, este proceso de conversion también es

desconocido hasta el momento (figura 7).

2.2.5 Fuentes de obtencion

Las plantas empleadas actualmente en la obtencion de pristimerina son las que
pertenecen a las familias Celastraceae e Hippocrateaceae, recientemente en la publicacion
de Alvarenga y Lombardi (2010) se hallé que Hippocrateaceae es incluida en la familia

Celastraceae, que a su vez se divide en Salacioideae y Hippocrateoideae.

Las plantas de esta familia Celastraceae son arbustos y arboles distribuidos en las
regiones tropicales y templadas, integrada por 55 géneros y 850 especies, su principal uso
es ornamental. Como caracteristicas generales tienen hojas simples, alternadas u opuestas;
flores pequefas, regulares, usualmente bisexuales; caliz de 3 a 5 sépalos unidos o
separados; corola de 3 a 5 pétalos libres; ovario superior de 2 a 5 unidades de carpelo
generalmente con dos 6vulos; semilla con endospermo y arilo colorido (Hickey y King,
2007).

La quimiotaxonomia de las plantas pertenecientes a esta familia se compone
principalmente por fenilalquilaminas, maytansinoides, flavonoides y terpenoides (Spivey,
et al, 2002), dentro de los cuales se encuentran los triterpenos que han sido mencionados
anteriormente y que a su vez incluyen en este grupo a los compuestos metinoquinonas. Los

sesquiterpenos agarofuranos son diversos y compuestos caracteristicos de la familia




Celastraceae, son poliésteres polioxigenados de triciclos basados en un esqueleto de 15
carbonos denominado dehidroagarofurano (Spivey, et al, 2002).

2.2.5.1 Mortonia greggii

En este proyecto se plantea la obtencion de pristimerina a partir de Mortonia
greggii, planta perteneciente a la familia Celastraceae anteriormente descrita. En
particular, el género Mortonia se compone de once especies, algunos ejemplos son
Mortonia hidalguensis, Mortonia palmeri, Mortonia scabrella, Mortonia diffusa, Mortonia
utahensis y Mortonia greggii.

Investigaciones destacadas en plantas del género comprenden el aislamiento de
mortoninas y Ssus precursores sesquiterpénicos (mortonoles) en hojas de Mortonia
hidalguensis (Martinez, et al, 1981) y de fridelanos y mortoninas A y C en la parte aérea
de Mortonia diffusa (Martinez, et al, 1988), estas dos plantas localizadas en los estados de
Hidalgo y Puebla respectivamente. Las mortoninas son compuestos sesquiterpenos con un
nucleo tetrahidro-oxepina, estas moléculas se han llegado a considerar como caracteristica

diagnostica y quimiotaxonémica del género Mortonia (Martinez, et al, 1988).
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Figura 8. Estructura quimica de mortoninas

Mortonia greggii es una planta de la cual existe escasa informacion botanica, los
datos que se poseen son los reportados por algunos exploradores, se conoce cominmente

como “afinador”, su clasificacion taxondmica (ITIS, 2011) se muestra en la tabla 2.




Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Mortonia greggii

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Subdivision Magnoliophytina
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Superorden Celastranae
Orden Celastrales
Familia Celastraceae
Subfamilia Celastroidae
Tribu Celastreae
Género Mortonia
Especie Mortonia greggii

Esta planta crece en colinas de tierra caliza alcalina al norte de México y sur de
Estados Unidos (Everitt, 2002). Richardson (1995) menciono que esta planta es un arbusto
pequefio con hojas alternadas y oblanceoladas de 2.5cm de largo, fruto en aquenio, caliz de
cinco lébulos de 2mm de largo con flores de pétalos blancos que aparecen en primavera e

invierno (Universidad de Texas, 2011).

Hasta el momento el Unico estudio fitoquimico detectado en esta planta es el
realizado por Arciniégas y colaboradores (2004), en el cual se aislaron 11 compuestos con
actividad antiinflamatoria en la raiz extraida con hexano y acetona, el friedelano acido
metil éster dehidrocanofilico, su acido libre y derivados de lupeol inhibieron la produccién
de O6xido nitrico en ratas machos inducidas con carrageninas y 13-acetato 12-O-

tetradecanoilforbol.




2.2.6 Métodos de extraccion y aislamiento molecular de pristimerina

2.2.6.1 Principios de extraccion solido-liquido

La extraccion solido-liquido es un método que desde la antigtiedad se ha utilizado
para la obtencion de principios activos y productos naturales procedentes de plantas. Se
define como una “operacion basica y unitaria cuya finalidad es la separacion de uno o mas
componentes contenidos en una fase solida, mediante la utilizacion de una fase liquida”
(Ibartz y Barbosa, 2005). Los componentes que se transfieren de la fase sdlida a la liquida
se denominan solutos y el solido insoluble en la fase liquida se conoce como inerte
(Ulluari, 2010).

Los procesos de extraccion solido-liquidos se clasifican segin Sharapin (2000) en
dos grupos: procesos resultado de un equilibrio de concentracion del soluto y del residuo
(maceracion) y aquellos que agotan el soluto (percolacién y extraccion en contra
corriente). La maceracion es permitir el contacto del soluto con el solvente durante
determinado tiempo hasta lograr un equilibrio, este equilibrio se produce cuando se alcanza
la misma concentracion al interior y exterior de las células vegetales o en su defecto
cuando la solucién se sature con el soluto debido al gran contenido de la molécula en el
solido (Ibartz, 2005). La maceracion a su vez puede dividirse en estatica y dinamica, la
primera cuando hay ausencia en agitacion y la segunda cuando se proporciona movimiento
constante al proceso (Sharapin, 2000). En las siguientes lineas y contenido de este

documento se hara referencia a la maceracion como proceso de extraccion sélido-liquido.

Un aspecto importante al practicar esta operacién en materiales vegetales es
contar con la planta seca para prevenir el ataque microbiano, degradacién de metabolitos o
interferencia de agua en la extraccion. El secado puede realizarse dejando la planta a
temperatura ambiente en una habitacion con ventilacién adecuada y se puede acelerar

empleando un horno, otra opcion es la liofilizacién (Sarker, et al, 2006).




En la extraccion sélido-liquido por maceracién ocurren tres fendmenos consecutivos:

» Cambio de fase del soluto. Consiste en la penetracion del solvente a las células y
contacto con el sélido 6 material vegetal y su paso de estado solido al liquido
(Ulluari, 2010).

> Difusién del soluto en el solvente contenido en los poros del sélido por difusion
molecular. En esta etapa las sustancias solubles de células rotas se lixivian mientras
que en células intactas el soluto se difunde a través de membrana por aumento de
su permeabilidad, consecuencia del humedecimiento y ablandamiento de la misma.
La transferencia del soluto desde el interior hacia la superficie del sélido ocurre
debido a un gradiente de concentracion.

» Transferencia del soluto desde la superficie del s6lido hasta el seno de la disolucién
por conveccion. Por concentracion desde la superficie del sélido, el soluto se

transfiere a la solucion hasta alcanzar el equilibrio.

Aunque en la maceracion se indica como desventajas la lentitud del proceso por
consumo de tiempo elevado para su realizacion y la negativa de alcanzar la extraccion
completa de la sustancia o soluto (Sharapin, 2000), se ha propuesto la adopcion de la
maceracion dinamica y el uso de extracciones sucesivas 0 en serie como alternativas de
solucion a los problemas sefialados correspondientemente. Una de las importantes ventajas
atribuibles a este proceso es que se evita la degradacion de metabolitos termolabiles
(Sarker, et al, 2006) que puede ocurrir al recurrir a otros métodos como la extraccién en
Soxhlet al usar temperaturas altas. Por lo general, en la maceracién la temperatura

empleada es la ambiente aunque puede modificarse sin perjudicar la estabilidad del soluto.

2.2.6.2 Proceso de extraccion sélido-liquido de pristimerina en plantas

Hasta el momento la extraccién de pristimerina en plantas de las familias

Celastraceae e Hippocrataceae se ha realizado con la raiz de las mismas. En la




preparacion de la raiz, Carvalho, et al (2005) y Nossack, et al (2004) brindaron un secado
a 40°C por 24h a ventilacion forzada y subsecuente pulverizacion, Ankli, et al (2000) sélo
uso aire para el secado mientras el resto de autores no mencionan el proceso de

pretratamiento de la planta.

En la tabla 3 se indica la planta, sistemas de solventes, y referencia de los métodos
de extraccion de pristimerina. Se puede visualizar que los sistemas mas usados son el
hexano: éter etilico (1:1) y cloruro de metileno con constantes dieléctricas de 3.11 y 8.93
respectivamente, lo cual indica en estas matrices vegetales la extraccion con sistemas de
baja polaridad. En el proceso de Rojo, et al (2010), el hexano fue sustituido por
ciclohexano, sin embargo la constante dieléctrica del sistema con éter etilico se conservo
dentro de aquellos sistemas de baja polaridad. Otros solventes que en menor grado se han
empleado son alcoholes como metanol y etanol.

Cabe resaltar que en algunos de estos estudios (Quiang, et al 2005 y Gutierrez, et
al 2007) se recurrio al uso de Soxhlet, sin embargo se cree que el empleo de esta técnica
puede descomponer térmicamente a los compuestos ademas de requerir energia para

realizar la evaporacion y condensacion de los solventes (Wang y Weller, 2006).




Tabla 3. Sistemas de solventes usados en extraccion-sélido liquido de pristimerina en plantas de la

familia Celastraceae.

PLANTA SISTEMA DE REFERENCIA
SOLVENTES
Crossopetalum CH.ClI, Ankli, et al, 2000

gaumeri
Crossopetalum
uragoga
Cheiloclinium
cognatum
Maytenus
aquifolium
Salacia
campestris
Celastrus
hypoleucus
Maytenus
ilicifolia
Maytenus
senegalensis
Maytenus vitis-

idaea

Hexano: Et,O (1:1)

Etanol

MeOH

CH.Cl,

Acetona en reflujo

Hexano: Et,O (1:1) en

Soxhlet (48h)

Cloroformo (CHCly)

Et,O:ciclohexano
(1:2)

Nufez, 2003

Haroldo, et al, 2004

Nossack, et al, 2004

Carvalho, et al, 2005

Quiang, et al, 2005

Gutiérrez, et al,2007

Khalid, et al,2007

Rojo, et al, 2010

2.2.6.3 Principios de cromatografia en columna

La cromatografia ha sido utilizada como método para la purificacién de pequefias

cantidades de complejas mezclas organicas, aprovechando la distribucion de los

componentes de la mezcla entre una fase movil y una fase estacionaria (Armarego y Chai,

2009). Por la naturaleza de la fase estacionaria, la cromatografia es clasificada en liquida y

de gases. En la liquida la fase movil es un liquido y esta clase de cromatografia se

subdivide en: adsorcion, particion, intercambio i6nico y de filtracion en gel. Dentro de la

cromatografia de adsorcién encontramos la cromatografia en capa fina (CCF) y la

o



cromatografia en columna (CC) o también nombrada como Cromatografia Liquida de Baja
Presion (CLBP).

Existen diversos materiales adsorbentes que se utilizan en el empaquetamiento de
columnas, uno de los mas comunes es la silica gel, un polimero tridimensional de 6xido de
silicon (SiO,.H,0), poroso que ofrece un &rea de contacto entre 5-800 m?/g con tamafios de
particula en el rango de 40-200um y tamafio de poro de 40-300A. La superficie de la silica
gel es débilmente &cida por la presencia de grupos silanol que pueden formar fuertes
puentes de hidrégeno con compuestos polares conteniendo aminas, amidas y acidos
carboxilicos como sustituyentes mientras compuestos no polares son adsorbidos de forma
débil o no son retenidos en el soporte, aunque este comportamiento esta en funcion de la
polaridad de la fase movil, principalmente el uso de este soporte estd destinado a la
separacion de compuestos no polares y de polaridad intermedia (Sarker y Gray, 2006).

Una de las opciones que se ha empleado recientemente en la purificacion de
productos naturales es la cromatografia por exclusion de tamafio o filtracion en gel
mediante el uso de sephadex LH-20 para separar moléculas con base al tamafio. El
sephadex LH-20 es una forma hidroxipropilada del sephadex G-25 (figura 9), un
entrecruzamiendo de moléculas de dextranos (Amersham Bioscences, 2002). El rango de
fraccionamiento que ofrece es de 100 a 4000 uma y exhibe propiedades hidrofobas e
hidrofilicas (Sarker y Gray, 2006) que le permiten eluir compuestos polares y no polares,
dependiendo del sistema de solventes electo. El uso repetido del sephadex sin la necesidad
de su regeneracion y su propiedad de inerte son ventajas que se le atribuyen a este soporte.
A través de este tipo de cromatografia de filtracion en gel ha sido posible aislar esteroides,

lipidos, terpenoides y péptidos de bajo peso molecular (Amersham Bioscences, 2002).




Figura 9. Estructura parcial del sephadex LH-20

El proceso general de realizacion de la cromatografia en columna se compone de
las siguientes etapas (Sarker y Gray, 2006):

1. Empaquetamiento de la columna y equilibrado. Consiste en el empaquetado del
soporte en la columna, puede efectuarse en forma seca o humeda, utilizando el
sistema de solventes electo para la elucion.

2. Aplicacion de la muestra. Esta etapa también es variable, puede efectuarse
disolviendo la muestra en un volumen pequefio del solvente o impregnando la silica
con la muestra y su empaquetado en seco sobre la superficie de la columna.

3. Operacion de la columna: elucion de muestra y coleccion de fracciones. En la
elucién de la muestra se utilizan varios métodos para hacer fluir la fase movil
(gravedad, aplicacion de presion con nitrégeno, vacio a la salida o por bombeo de
la fase movil). EI modo de elucion puede ser en gradiente (cambiando la
composicion de las fase movil) o isocratica (concentracion constante de la fase
movil).

4. Deteccibn. Las fracciones pueden analizarse por TLC aplicando luz ultravioleta o
algin revelador quimico especifico a las moléculas a identificar o por HPLC

acoplado a UV o indice de refraccion.




2.2.6.4 Proceso de aislamiento de pristimerina en plantas

En la tabla 4 se indican los métodos de aislamiento y purificacion de pristimerina
en distintos trabajos y en plantas diferentes. Las técnicas de aislamientos més usadas para
pristimerina son la cromatografia en columna de sephadex y silica, siendo el Gltimo soporte
el més recurrido con elucion en gradiente con hexano:acetato de etilo(AcOEt). Una
excepcion al sistema de elucion fue el trabajo de Quiang, et al (2005), quién utilizé éter de
petr6leo-acetona en gradiente. Las columnas de sephadex LH-20 se han eluido con el
clasico sistema hexano:cloroformo (CHCI3):metanol (MEOH). En general el aislamiento se
ha efectuado empleando uniformemente un soporte y hasta dos tratamientos en columna
cromatografica. El grupo de investigacion de Gutiérrez y colaboradores (2007) fue el Gnico
localizado que manejara inicialmente una columna con sephadex y cambiara en la
siguiente columna al tratamiento con silica gel. En la mayoria de los reportes no se indica
la(s) proporcidn(es) en la(s) cual(es) ocurre la elucién de pristimerina, asi como el resto de
parametros de columna (longitud, diametro, cantidad de soporte).Un aspecto a analizar en
estos métodos de aislamiento es que al utilizar alcoholes (metanol, etanol) en el proceso de
extraccion se requirio particionar el extracto con cloruro de metileno y cloroformo en las
plantas Cheiloclinium cognatum y Maytenus aquifolium, posiblemente con el objetivo de

eliminar contaminantes de caracter polar extraidos al emplear estos solventes.

Dentro de las técnicas descritas para la purificacion destaca el empleo de la
cromatografia en capa fina (CCF) preparativa y en los estudios mas recientes el empleo de
instrumentacion a través de HPLC con una columna en fase reversa en especies del género
Maytenus. En esta etapa Gutiérrez , et al (2007) por cromatografia de particién centrifuga
(CPC) mediante tres corridas lograron separar pristimerina de netzahuaolcoyona, un
isdmero metilenquindnico, el cual incluso por TLC preparativa no se lograba separar de
pristimerina. EI fraccionamiento con HPLC en fase reversa con acetonitrilo
(CH3CN):agua(H,0) realizado para la fraccion de columna en Maytenus vitis-idaea (Rojo,
et al, 2010) produjo el aislamiento de escutiona, tingenona, celastrol y pristimerina, estos

altimos tres compuestos muy relacionados estructuralmente, mientras en Maytenus




senegalensis una fraccion bioactiva eluida con metanol (MEOH):agua (H,0) en el HPLC

Unicamente permitié obtener pristimerina.

Tabla 4. Métodos de aislamiento y purificacion de pristimerina reportados

TECNICAS DE AISLAMIENTO Y

PLANTA PURIFICACION

REFERENCIA

Crossopetalum Ankli, et al, 2000

CC silica gel en gradiente con hexano:AcOEt.

gaumeri
Crossopetalum 1. CC sephadex LH-20 eluida con Nuriez, 2003
uragoga Hex:CHCI;:MEOH
2. CC sephadex LH-20
3. CCF preparativa
Cheiloclinium 1. Particionamiento con CH,Cl, Haroldo, et al, 2004
cognatum 2. CCsilica gel en gradiente con hexano: AcOEt
3. CCsilica gel flash en gradiente con
hexano:AcOEt
4. CCF preparativa eluida hexano:AcOEt (4:1)
Maytenus 1. Particion MeOH acuoso:CHCl; Nossack, et al, 2004
aquifolium 2. CCssilica gel en gradiente con hexano:AcOEt,
AcOEt:MeOH
3. CCsilica gel con hexano:AcOEt (7:3)
Salacia 1. CCsilica gel en gradiente con hexano:AcOEt Carvalho, et al,
campestris y gradiente de AcOEt:MeOH 2005
2. CCsilica gel en gradiente con hexano:AcOEt
3. CCF eluida con CHCI3:MeOH:AcOH (99:1:1)
Celastrus 1. CCsilica gel en gradiente con Eter de Quiang, et al, 2005
hypoleucus petréleo:acetona
2. CCsilica gel en gradiente con Eter de
petréleo:acetona
3. Cristalizacion
Maytenus 1. CC sephadex LH-20 eluida con Gutiérrez, et al,2007
ilicifolia Hex:CHCIl;:MEOH
2. CCsilica gel en gradiente con hexano:AcOEt
3. CPC con Heptano:AcOEt:MeOH:H,O
(8:1:6:1)
Maytenus 1. CCsilica gel en gradiente Eter de Khalid, et al,2007
senegalensis petréleo: AcOEt y AcOEt:etanol
2. HPLC fase reversa C-18 con MeOH:H-0
(70:100)
Maytenus vitis- 1. CCsilica gel flash al vacio en gradiente con Rojo, et al, 2010
idaea ciclohexano:AcOEt

2. HPLC fase reversa con CH3;CN:H,0 (85:15)
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacion de matriz vegetal y metodologia general de extraccién y

aislamiento de pristimerina

La planta Mortonia greggii es un modelo que anteriormente no habia sido muy
estudiado fitoquimicamente, por tanto la metodologia se baso en algunos otros estudios de
aislamiento de esta molécula en plantas de la familia Celastraceae, y se modificd conforme
se obtenian resultados.

3.1.1 Metodologia general

El esquema general para la obtencion e identificacion/cuantificacion de pristimerina
es el mostrado en la figura 10. EIl primer paso fue la colecta de la planta, traslado y
conservacion de este material biologico en las condiciones adecuadas hasta el lugar de
trabajo. El segundo paso involucra la preparacion de la muestra donde se realizaron las
acciones necesarias para tener las partes de la planta de interés en las condiciones
requeridas para iniciar el proceso de extraccion sélido-liquido como tercer paso. Después
de la extraccion se aplicaron las técnicas de aislamiento principalmente representadas por
el uso de la cromatografia en columna. Finalmente, se hizo a través de HPLC acoplado a
espectrometria de masas y HPLC con detector de luz UV-VIS, la identificacion y la

cuantificacion de pristimerina, respectivamente.




Colecta de material bioldgico

Preparacion de matriz bioldgica

Extraccion solido-liquido

Técnicas de aislamiento molecular y
purificacion

Identificacion por HPLC-MS o HPLC-UV-
Vis y cuantificacion por HPLC-UV-Vis

Figura 10. Metodologia general de obtencion, aislamiento, identificacion/cuantificacion de

pristimerina

3.1.2 Colecta de material bioldgico

La planta Mortonia greggii (anexo A) se colectd en el Parque Ecologico “La
Huasteca”, ubicado en el municipio de Santa Catarina, Nuevo Ledn con las coordenadas
geograficas 25°36°54.11” latitud Norte y 100°27°48.54” longitud Oeste a 740 m sobre el

nivel del mar (figura 11)
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Figura 11. Parque ecologico “La Huasteca”, Santa Catarina, N.L.




Se realizaron 4 colectas en total, sin embargo para fines de los resultados que se
presentaran sélo se indican (tabla 5) las plantas y colectas que fueron utilizadas en los

experimentos que se reportaran.

Tabla 5. Fechas, plantas colectadas y observaciones

FECHA CLAVE DE PLANTAS OBSERVACIONES
COLECTADAS
9 de febrero de 2011 C Tallo con coloracion naranja
intensa
20 de agosto de 2011 EyF Deteccion de escasas flores
secas
29 de enero de 2012 GyH G fue la planta mas estresada

por raiz descubierta

Durante este proceso de colecta la raiz de la planta fue desenterrada por completo
cuidando la integridad de la misma. Se cubrio la raiz y tallo de la exposicion solar y se
traslado al laboratorio de Aislamiento Molecular donde se dejo secar por completo a

temperatura ambiente con ventilacion.

3.1.3 Preparacion de matriz biologica

Las plantas colectadas se separaron en érganos (hoja, tallo y raiz) de forma manual
y con la ayuda de pinzas y tijeras de jardineria (figura 12). El tallo y raiz fueron cortados
en fragmentos regulares de aproximadamente 5cm para su posterior separacion fisica de la
peridermis o corteza (decorticacion) con una navaja. Los tallos y raices de un diametro
muy pequefio (inferior a 3mm) por su dificultad en el decorticado se sometieron a
molienda en un molino de cuchillas (Wiley Mill, USA) con un tamafio de malla de 1mm.

El material vegetal decorticado y el molido se homogenizaron para tener un lote uniforme.




Figura 12. Corte de raiz de Mortonia greggii.

3.1.4 Anélisis de pristimerina por HPLC-MS

Para identificar la presencia de la molécula de pristimerina en extractos o fracciones
se recurrié al uso de HPLC-MS diluyendo la muestra en metanol grado HPLC (VWR,
México), se filtré con un filtro de 0.45um (Corning siringe filter) y se analiz6 en un HPLC-
MS 1100 con un analizador de tiempo de vuelo TOF (Time of Flying). La fuente de
ionizacion fue por electroespray (ESI). EI volumen de inyeccion fue de 1uL de muestra. La
separacion se hizo en una columna de fase reversa Zorbax SB-C18 (2.1mm x 30mm X
3.5um) a 35 °C con elucidn isocratica en metanol (80%) y agua con 0.1% de acido formico
(20%) con un flujo de 0.6 mL/min. El detector se oper6 con nitrégeno como gas de
nebulizacion, presion de nebulizacion 35 psig a una velocidad de flujo de 10L/min,

fragmentador 70V, temperatura de gas 350°C y rango de m/z de 100 a 3000.
3.1.5 Anadlisis de pristimerina por HPLC-UV-VIS
La cuantificacion de pristimerina se realiz6 por HPLC acoplado a un detector UV-

VIS (Agilent 1100, México) con la misma columna y condiciones indicadas en la seccion

del andlisis por HPLC-MS. La deteccion se realizd a 420nm.




3.1.6 Curva de calibracion

El estdndar de pristimerina fue adquirido de Axxora (San Diego, CA, USA) con
una pureza del 98%, a partir de éste se prepard una solucion stock en metanol a 1mM de
pristimerina y se realizaron diluciones subsecuentes de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 uM.
Mediante las &reas se construyé una gréfica y por regresion lineal se determind la ecuacion
para el calculo de la concentracion de pristimerina (anexo C).

(Area + 5.6137)
0.8926

Cpristimerina (uM) =

3.1.7 Identificacion de pristimerina en drganos y tejidos de Mortonia greggii

Con la finalidad de verificar la presencia de pristimerina en los diferentes 6rganos
de la planta, 1g de hoja, tallo o raiz se extrajeron por separado. La hoja y el tallo se
extrajeron con 20 mL de hexano:acetona 2:8 (v/v) mientras que la raiz fue con etanol y se
evaporo el solvente. Los extractos se analizaron por HPLC-MS junto con el estandar de

pristimerina.

De los 6rganos en los cuales se identifico la molécula de pristimerina por HPLC-
MS se prepararon nuevamente extractos de corteza de tallo, tejido fundamental-conductivo
del tallo y corteza de raiz con la finalidad de hacer una localizacién mas especifica del
compuesto en los tejidos de los 6rganos de las plantas. Estos extractos se analizaron por

HPLC UV-VIS junto con el estdndar de pristimerina.

Esta identificacion de pristimerina en tejidos especificos de tallo se reforzo6 con la
observacion microscopica de un corte transversal de tallo de la planta G con objetivo de
40x.




3.1.8 Andlisis de anillos de crecimiento para determinar la edad de la planta

Mediante la observacion de un fragmento de tallo de la planta G tefiido con orceina
(para lograr un mayor contraste) en un microscopio 6ptico se contabilizaron los anillos de
crecimiento de la planta y con base en la cantidad de anillos observados se estimo6 su edad
(Raven, et al, 1992).

3.1.9 Efecto de fecha de colecta de planta sobre la cantidad de pristimerina

Se realizo extraccion en las mismas condiciones Optimas a corteza de tallo y corteza
de raiz de plantas colectadas en dos meses distintos (agosto y enero) con 3 réplicas cada
uno con el objeto de evaluar el efecto de la temporada de recoleccion de la planta sobre el

rendimiento de pristimerina.

Las muestras se colocaron en extraccion sélido-liquido. El tallo se extrajo con 20
mL de hexano:acetona 2:8 (v/v) por 1h y la raiz con 20 mL de etanol por 30 minutos, se
evapord el solvente, se analizaron por HPLC UV-VIS y se estimé el rendimiento de

pristimerina.

Las pruebas de hipotesis planteadas para este analisis en raiz y tallo son las

siguientes:

Ho :ta-tg =0 Ha: ta-ts #* 0

De donde:

Ho = Hipdtesis nula
Ha = Hipotesis alterna
T o= Rendimiento de pristimerina para colecta de enero (mg pristimerina/10 g planta)

T s = Rendimiento de pristimerina para colecta de agosto (mg pristimerina/10 g planta)




3.1.9.1 Andlisis estadistico

Los célculos de rendimiento de pristimerina se realizaron en Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corp, México). Se aplicd una prueba de hipdtesis de dos medias con varianzas
desconocidas y diferentes a los datos del rendimiento por fecha de colecta a través del
programa Minitab 15.1.20.0, 2007 (Minitab Inc, USA).

3.2 Proceso de extraccion solido-liquido de pristimerina en tallo y raiz

3.2.1 Metodologia para determinar el efecto de los factores en la extraccion sélido-

liquido

Se evaluo el efecto de 6 factores (sistema de solventes, relacion peso/volumen (p/v),
numero de extracciones, tiempo de extraccion, agitacion y temperatura) sobre la pureza y
el rendimiento de pristimerina en la extraccion solido-liquido de tallo y raiz de Mortonia
greggii. La pureza se define como la cantidad de pristimerina (mg) contenida por g de
extracto y el rendimiento como la cantidad de pristimerina extraida (mg) por 10 g de planta

colocada en extraccion. Estas variables de respuesta se estimaron mediante las siguientes

ecuaciones:
Mpr (mg)
Por =— =8
mExt
m
Rdtp, = <M> %10
mplanta
De donde:

Per= Pureza de pristimerina (mg/g de extracto)

m pmg) = Masa de pristimerina expresada en mg

m gx = Masa de extracto en g

Rdt pr = Rendimiento de pristimerina (mg/10 g de planta)

M planta = Masa planta empleada en la extraccion en g.




La evaluacion de estos 6 factores se realizé a través de 4 experimentos o pruebas de
extraccion (figura 13) debido a la complejidad en el namero de niveles por factor y el

namero de réplicas a manejar.

En el primer experimento consistié en evaluar el efecto del solvente y el nimero de
extracciones sobre el comportamiento de las variables de respuesta. La segunda prueba se
dedicé a la seleccién de la relacion peso de planta (g) por volumen de solvente (mL) mas
adecuada en la extraccién. En el tercer experimento los factores estudiados fueron el
tiempo de extraccion y el nimero de extracciones nuevamente, con el objeto de observar si
existia alguna interaccion entre ambas variables. En la cuarta prueba se optimizo la pureza
y rendimiento utilizando como factores el tiempo de extraccion, la agitacion y la

temperatura.

* Prueba con sistemas de solventes
* Numero de extraccion optima

T

* Prueba de cinética de extraccion (t ;

6ptimo)

(Numero de extraccion) @

* Prueba con tiempo, agitacion y
temperatura

* Prueba de proporcion (P/V)

Figura 13. Metodologia para evaluar el efecto de los 6 factores en extraccién sélido-liquido




Las hipoétesis planteadas durante estas pruebas de extraccion son las siguientes:

Tabla 6. Pruebas de hipotesis para pureza ()

Ho : pA=puB =pC =pD Ha: Al menos un pi es diferente
Ho : pl=p2 =p3 =p4 Ha: Al menos un pj es diferente
Ho : pA,1 =pA,2 = ... =pij Ha: Al menos un pij es diferente

Ho = Hipotesis nula, Ha = Hipotesis alterna, 1 = Nivel de factor I(A, B, C, D ...), j = Nivel del
factor I1 (1, 2, 3,4 ...), u = Pureza

Tabla 7. Pruebas de hipoétesis para rendimiento (p)

Ho: pA=pB=pC=pD Ha: Al menos un pi es diferente
Ho: pl=p2=p3=p4d Ha: Al menos un pj es diferente
Ho: pAl=pA2=...=pi] Ha: Al menos un pij es diferente

Ho = Hipdtesis nula, Ha = Hipdtesis alterna, i = Nivel de factor I(A, B, C, D ...), j = Nivel del
factor I1 (1, 2, 3, 4 ...), p = Rendimiento

Para estos experimentos el procedimiento general se representa en el esquema de la
figura 14.
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Figura 14. Procedimiento para pruebas de extraccién solido-liquido

Se pesaron los vasos de extraccion y 1g de planta (corteza de tallo o raiz) se colocé
en los mismos para conformar lotes de extraccion, se agrego el sistema de solventes y se
llevé a cabo la extraccion sélido-liquido de pristimerina en condiciones herméticas y de
acuerdo a la prueba que se estuviera efectuando. Después de la extraccidn, el extracto se
decanto vy filtrd, se enjuago el filtro con solvente para evitar pérdida y acumulacion del

analito en el filtro. Los solventes fueron removidos por evaporacion en una campana de




extraccion a temperatura ambiente. Los extractos secos se pesaron y se mantuvieron secos
y protegidos de la luz hasta su andlisis, posteriormente se resuspendieron en metanol grado
HPLC, se tom6 una alicuota de 1mL y se analiz6 por HPLC-UV-Vis bajo las condiciones
expuestas en la seccién 3.2.5 para obtener la concentracién de pristimerina en extractos y
de este modo realizar los calculos de pureza y rendimiento. Cuando fue necesario se

prepararon diluciones de la muestra de extracto original.
3.2.1.1 Prueba con sistemas de solventes y nimero de extracciones

Para tallo se utilizaron como sistemas de solventes a evaluar (metanol,
hexano:acetona 8:2 (v/v), hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol) con base en revision
bibliografica y disponibilidad de los mismos, asi como 4 extracciones sucesivas, cada uno
de los tratamientos con 3 réplicas genuinas (48 muestras). En el caso de raiz se fijaron 6
sistemas de solventes (metanol, hexano: acetona 8:2 (v/v), hexano: acetona 1:1 (v/v),
hexano:acetona 2:8 (v/v), acetona y etanol) con respecto a literatura y con base en los
resultados observados en el tallo. Del mismo modo, en raiz se practicaron 4 extracciones
sucesivas al material vegetal con 3 réplicas por tratamiento (72 muestras). El tiempo de

extraccion fue de 3h.

Para el célculo de las constantes dieléctricas de los sistemas de hexano:acetona se

utilizo la formula siguiente (Sharapin, 2000):

_ (Cdy * %A) + (Cdp * %B)

Cde 100

De donde:

Cde = Constante dieléctrica del sistema
Cdea = Constante dieléctrica de solvente A
%A = Porcentaje de A en el sistema

Cdeg = Constante dieléctrica de solvente B

%B = Porcentaje de B en el sistema




3.2.1.2 Prueba de proporcion peso de planta/volumen de solvente (p/v)

El objetivo de este experimento consistio en determinar la mejor relacién de la
cantidad planta a utilizar en extraccién (g) por volumen de solvente (mL) para incrementar
la pureza y rendimiento de pristimerina. Se incluyeron como niveles 4 proporciones
establecidas (0.05, 0.1, 0.13 y 0.2) con 3 réplicas (12 muestras) de acuerdo a las reportadas
en literatura para la extraccion de otras plantas de la familia Celastraceae. También en este
experimento se llegd a incluir como factor el sistema de solventes cuando en la prueba
anterior (sistema de solventes y numero de extraccién) no se detectd diferencia
significativa entre dos o mas de los sistemas de solventes evaluados. Para esta

determinacion el tiempo de extraccion empleado fue de 3h.

3.2.1.3 Cinética de extraccion y numero de extraccion

Una vez determinado el sistema de solventes y la proporcion p/v, tanto para tallo
como para raiz se consideraron 10 niveles del tiempo de extraccion (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5,
6, 8 y 10h) y nuevamente se decidio verificar como factor el nimero de extracciones con 4

niveles. Los tratamientos con sus replicas generaron 120 muestras.

3.2.1.4 Prueba de tiempo de extraccion, agitacion y temperatura

Después de determinar un sistema de solventes, una relacién p/V, nimero de
extracciones y tiempos de extraccion que favorecieran la obtencion de pristimerina se
decidié optimizar la extraccién considerando como factores el tiempo de extraccion,
agitacion y temperatura. De estos factores se seleccionaron dos niveles para cada uno y se
aplico un disefio Box-Behnken que se construyd a través del software Minitab 15. Se
definieron 3 puntos centrales y 5 réplicas para cada tratamiento con base a lo propuesto por
Schmidt y Launsby (1994).

Para tallo los niveles que se establecieron para elaborar el disefio para cada factor

fueron los siguientes (figura 15):




e Tiempo:0.5-1.5h
e Agitacion: 0-200 rpm
e Temperatura: 20-40 °C
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Figura 15. Representacion esquematica de disefio Box-Behnken para tallo.

En raiz, el disefio se elabord con los siguientes niveles para los factores (figura 16):

e Tiempo:0.5-10 h
e Agitacién: 0-200 rpm
e Temperatura: 20-50 °C

En esta cuarta prueba la extraccion se llevo a cabo con tubos de centrifuga (Pyrex)

y en una incubadora agitadora orbital Benchtop (Stadyshake, USA). Los siguientes pasos

del proceso para la separacion y analisis del extracto se efectuaron como se ha descrito

anteriormente.
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Figura 16. Representacion esquematica de disefio Box-Behnken para raiz.




3.2.2. Andlisis estadistico

Los calculos de concentracion, pureza y rendimiento de pristimerina se realizaron
en Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corp, México). Los Analisis de Varianza (ANOVAS),
Test de Tukey para las medias y Disefios Box-Behnken se efectuaron en Minitab 15.1.20.0,
2007 (Minitab Inc, USA) con el 95% de confianza. Los gréaficos sobre pureza y
rendimiento de pristimerina en las tres primeras de extraccion se hicieron con Excel, y los
correspondientes analisis de regresién y ajustes de modelo para las superficies de
respuesta, gréaficas de contorno y del optimizador se elaboraron a través del software de
Minitab 16, 2011 (Minitab Inc, USA).

3.3 Aislamiento molecular de pristimerina

En el aislamiento de pristimerina se empled la cromatografia en columna y la
separacion liquido-liquido. En cromatografia en columna se utilizo la exclusion de tamafio
(sephadex-LH20).

3.3.1 Columna cromatografica de sephadex para extracto de corteza de raiz

La corteza de raiz de la planta E (127.3 g) fue sometida a extraccion solido-liquido
utilizando el sistema hexano: acetona 2:8 (v/v) en proporcion 0.13 p/v, de esta forma se

obtuvo el extracto de corteza de raiz.

El procedimiento general de operacion de las columnas cromatograficas se resume
en la figura 17. La cantidad de 2.45 g de extracto corteza de raiz fueron separados en una
columna cromatografica de sephadex LH-20 (Sigma Aldrich, México) usando como
relacion 0.2 g de extracto por 1g de sephadex y una relacién L/D de 9-10. EIl sistema de
elucién fue Hex: CHCI;: MEOH (2:1:1) en modo isocréatico, para su introduccion en la
columna el extracto fue solubilizado en 6mL de este mismo sistema. Se colectaron

fracciones de 5 mL.
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Figura 17. Procedimiento de operacién de columnas cromatograficas de sephadex.

A todas las fracciones obtenidas de cada columna se permitio la evaporacion de los
solventes, se pesaron y se resuspendieron en metanol grado HPLC para su analisis por
HPLC-UV-VIS y consecutivos célculos de pureza, indice de purificacion y recuperacién

de pristimerina.




El indice de purificacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

P
f
IP = —
Po

De donde:

IP = indice de pureza
P: = Pureza final alcanzada en la fraccion (mg pristimerina/g de fraccion)
P, = Pureza inicial en el extracto (mg pristimerina/g de extracto)

Esta columna de sephadex con extracto proveniente de corteza de raiz se realizo por

triplicado con las mismas condiciones para realizar estadistica a los resultados.
3.3.2 Separacion liquido-liquido

Con el objetivo de emplearse como una estrategia adicional al aislamiento
molecular de pristimerina, la separacion liquido-liquido se ensayd con fracciones eluidas
en la columna de sephadex mencionada con anterioridad. Con el extracto crudo no fue
posible aplicar la separacion liquido-liquido debido a que la presencia de contaminantes no

permitia la cuantificacion de pristimerina por el método instrumental.

El material empleado para ensayar las particiones fue la reagrupacion de las
fracciones 3 a 5 (fracciones con indices de pureza inferiores a la unidad) de la columna de
sephadex extracto de raiz. El proceso de seleccion del sistema y desarrollo se esquematiza
en la figura 18. Consistié en tomar una cantidad representativa del extracto seco y diluirlo
en una cantidad indicada de acetato de etilo para su particionamiento de acuerdo a las
composiciones P a Y del Sistema Arizona (Berthod, et al, 2005) recomendadas para
moléculas hidr6fobas con carécter parcialmente polar como la pristimerina, el volumen de
ensayo fue de 10 mL. Cualitativamente mediante la observacion de la distribucion del

color naranja en ambas fases se seleccionaron los sistemas en los que se vid una




distribucion similar del extracto en ambas fases (orgéanica y acuosa). Las composiciones
electas S, T y U, se escalaron a volumenes de 25mL, de acuerdo a la tabla 8 para tratar 200

mg de fraccion a particionar.

Tabla 8. Composiciones S, T y U del sistema Arizona. Fuente: Berthod, et al, 2005.

% viv
COMPOSICION Heptano Acetato de Metanol Agua
etilo
S 35.7 14.3 35.7 14.3
37.5 12.5 37.5 12.5
U 40 10 40 10

Para el establecimiento de la carga de muestra, se recurri0 a pesar determinada
cantidad de la misma (0.5, 0.3, 0.29) y distintos volimenes de trabajo (10, 20, 25 mL) y se

eligio aquella carga y volumen que permitieran cuantificar y operarse en la separacion.

N\
¢Analisis cualitativo de composiciones P a Y de Sistema Arizona
1 J
N
eSeleccion de composiciones candidatas
2 J
N
eEstablecimiento de la carga de muestra y volimenes de trabajo
3 eSeparacion liquido-liquido
J
N
¢Analisis de fases por HPLC-UV-VIS
4 eEstimacion de coeficiente de particion, purezas y recuperacion.
J

Figura 18. Procedimiento en el establecimiento de la separacién liquido-liquido

Los 200 mg de cada muestra se diluyeron en la cantidad correspondiente de AcOEt,
previa separacion liquido-liquido se tomd una alicuota de 300 uL para conocer la cantidad

y pureza de pristimerina en la fraccion por HPLC-UV-VIS. Después de la separacion se

F



tomaron alicuotas de las fases organica y acuosa y se analizaron del mismo modo que la

fraccion sin particionar y conocer cantidad y pureza del compuesto de interes.

Se realizaron los célculos y se estimaron el coeficiente de particion de pristimerina
en este extracto y el porcentaje de recuperacion de la misma para cada una de las

composiciones evaluadas.

_ CP org

CP ac

mp fase

%Rp=( )*100%

Mo p

De donde:

Kp = Coeficiente de particion de pristimerina

Crorg = Concentracion de pristimerina en fase organica (uM)
Cp ac = Concentracidon de pristimerina en fase acuosa (uM)

% Rp = Porcentaje de recuperacion de pristimerina

M p rase = Masa de pristimerina en la fase (mg de pristimerina)

mop = Masa inicial de pristimerina en la fraccion. (mg de pristimerina)
3.3.3 Andlisis estadistico
La concentracion y pureza de pristimerina se calcularon con Microsoft Excel 2010

(Microsoft Corp, México); también mediante este software se elaboraron los graficos

correspondientes.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de matriz vegetal

4.1.1 ldentificacion de pristimerina en érganos y tejidos de Mortonia greggii

La inyeccion de 1uL del estandar de pristimerina adquirido de la comercializadora

de reactivos Axxora a una concentracion de 100 uM permitié detectar y corroborar los

principales iones del espectro de masas de este compuesto bajo las condiciones de andlisis

asi como identificar la presencia de la molécula en extractos de tallo y raiz y su ausencia en

hoja. En la figura 19 se muestra el cromatograma de iones extraidos en un rango de m/z de

465.30-465.31 y el espectro de masas para el estandar de pristimerina.
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Figura 19. Cromatograma de iones extraidos y espectro de masas de estandar de pristimerina.




Los picos con m/z detectados en el espectro de masas del estandar se relacionaron
con lo reportado en literatura (tabla 9) donde se caracterizd por espectrometria de masas a
pristimerina obtenida de plantas del género Maytenus (Nossack, et al, 2004 y Khalid, et al,
2007).

Tabla 9. lones principales detectados en el estandar de pristimerina

Relacién m/z Fragmento o estructura
465.3 M+ H"
487.27 M + Na*
503.24 M + K*
201.09 lon tropilo

El ion molecular poseia una relacion m/z de 465.3, el ion de 487.27 es el
correspondiente al aducto de la molécula de pristimerina con sodio mientras el ion de
503.24 es el aducto de pristimerina con potasio. EI fragmento con m/z de 201.09 es el ion
tropilo (figura 20), un fragmento muy comun encontrado en los espectos de masas para los
compuestos de la serie de los friedelanos (Khalid, et al, 2007). Otros fragmentos en menor
abundancia con m/z de 452.31 y 261.13 se piensa corresponden a la pristimerina
desmetilada en el carboxilo y a la pérdida de dos de los ciclohexanos superiores en la
molécula, sin embargo estas sefiales no pudieron ser corroboradas con exactitud con los

reportes en trabajos previos.

m/z 202 m/z 201

Figura 20. Fragmentacion propuesta por Khalid, et al (2007) para pristimerina.




El andlisis del estandar de pristimerina por HPLC-UV-VIS permitio concluir que
pristimerina tiene un tiempo de retencion en las condiciones de analisis de 2.2 + 0.1 min
(figura 21). Como resultado de los andlisis de extractos de hoja, tallo y raiz se identifico

pristimerina en tallo y en raiz.

g b i

Figura 21. Cromatograma de estandar de pristimerina en HPLC-UV-VIS a 420 nm

El analisis especifico entre el extracto crudo de corteza de tallo y de tejido
fundamental-conductivo de tallo mostro la presencia del compuesto metilénquinona de
interés Unicamente en la corteza tallo. En la figura 22 se observa la presencia del pico de
pristimerina al tiempo de retencion caracteristico en el extracto de corteza de tallo y su

ausencia en el extracto del tejido fundamental-conductivo.
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Figura 22. Cromatogramas HPLC-UV-VIS de extractos de corteza de tallo y tejido fundamental-

conductivo de tallo a 420 nm




La observacion microscopica de un corte transversal de tallo permitio corroborar la
presencia de pristimerina en la corteza de tallo, como se observa en la figura 23 sobre la

peridermis se nota una capa delgada de color naranja.

Comparando las sefiales observadas en los cromatogramas de corteza de tallo y
corteza de raiz (figura 24) se verifica la presencia ademas de pristimerina de otros
componentes en tallo que son detectados a la longitud de onda de la deteccion pero a
tiempos de retencion de alrededor de 0.5 min, 0.71 min y 1.43 min. En raiz se observan
picos también a tiempos de retencidn menores pero con menor concentracion. Hasta el
momento estos compuestos no han sido identificados pero se piensa pueden estar

relacionados con estructuras de triterpenos cercanas a la pristimerina.

4.1.2 Andlisis de anillos de crecimiento para determinar la edad de la planta

Los anillos de crecimiento se definen como incrementos de grosor en el floema y en
el xilema de plantas lefiosas que representan una estacion de crecimiento (anillo anual), la
anchura de estos anillos puede afectarse por factores como luz, temperatura, disponibilidad
de agua y lluvia (Raven, et al, 1992), sin embargo este método proporciona una edad

aproximada de la planta.

En la observacion de un corte transversal de tallo de planta G (altura 153 cm) al
microscopio se visualizaron 9 anillos de crecimiento (figura 25), con lo cual se estimo6 una

edad para esta planta de 9 afios.




Figura 23. Observacion al microscopio en 40x de corte transversal de tallo. Visualizacion de la

presencia del compuesto en corteza.
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Figura 24. Cromatograma HPLC-UV-VIS de corteza de raiz a 420 nm.

Figura 25. Observacion microscopica de anillos de crecimiento en tincion con orceina de tallo de
planta G a 40X




En la imagen los anillos mas cercanos al corazdn del tallo son mas gruesos mientras
los ubicados mas al exterior son mas delgados, esta caracteristica es un indice de la
cantidad de lluvia en los Ultimos afios (Raven, et al, 1992). Al consultar la precipitacion
media anual en el estado de Nuevo Le6n en los ultimos 9 afios y relacionarla con la
anchura de los anillos de crecimiento en el tallo de Mortonia (figura 26) es notable que en
los primeros afios de vida de esta planta la lluvia fue abundante o suficiente (anillos
anchos) superando el promedio de 602 mm, sin embargo en los Gltimos afios la
precipitacion ha sido escasa (2009 y 2011) este efecto es observable en los anillos de
crecimiento mas externos los cuales son delgados, la excepcidn en esta relacion fue el afio
2010 donde Nuevo Ledn fue azotado por el huracan Alex y el valor de la precipitacion
resultdé mayor debido al efecto de este fendmeno metereologico. Es importante aclarar que
los valores de precipitacion mostrados son los correspondientes al estado de Nuevo Ledn

debido a que los datos especificos para la region de La Huasteca no se encontraron

disponibles.
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Figura 26. Grafica que muestra la relacion entre el espesor de anillos de crecimiento en unidades

arbitrarias (uUA) y precipitacion media anual en el estado de Nuevo Leon. Fuente: SMN (2012).




4.1.3 Efecto de fecha de colecta de planta sobre la cantidad de pristimerina

Como se especificO en la seccibn de materiales y métodos, la extraccion vy
aislamiento de pristimerina se realizé con plantas colectadas en distintas fechas por lo cual
se evaluo si existian diferencias en la cantidad de pristimerina con la temporada de colecta.
Las pruebas de hipdtesis de diferencia de medias para los extractos de corteza de tallo y
corteza de raiz (anexo D) de dos distintas fechas de colecta (enero 2012 y agosto 2011)
mostraron que si hubo diferencia (figura 27) en la cantidad de pristimerina extraida de
tallo colectado en enero y agosto (p = 0.020) y entre raiz de enero y agosto (p = 0.020). El
rendimiento de pristimerina para tallo de enero (13.57 + 1.03 mg pristimerina/10 g de
planta) super6 en 24.9% al rendimiento para tallo de agosto (10.19 + 0.76 mg
pristimerina/10 g de planta) mientras que para raiz el rendimiento de la colecta de enero
(53.55 + 7.38 mg pristimerina/10 g de planta) superd en 56.8 % al de agosto (23.11 + 1.87
mg pristimerina/10 g de planta). En general, el rendimiento de pristimerina por planta fue
50.3% mayor en enero al obtenido con la planta de agosto y de acuerdo con Seigler (2002),
la cantidad de un metabolito secundario en organismos vegetales es el resultado del
proceso de regulacion en la sintesis, degradacion y almacenamiento y la produccion es
dependiente del estado de desarrollo de la planta y la influencia de diversos factores
ambientales como disponibilidad de nutrientes y otros metabolitos. Al relacionar la
cantidad de pristimerina con la temperatura y la precipitacion en los meses de estudio,
observamos que en el mes de enero los valores en esta variable fueron menores a los
existentes en el mes de agosto, de hecho la temperatura fue la mitad de la registrada como
promedio en el mes de agosto y la precipitacion fue dos terceras partes en enero de 2012
con respecto a agosto de 2011, por lo cual estas condiciones adversas de baja temperatura y
escasa disponibilidad de agua a las que se haya expuesta la planta en los meses de invierno
fomentan la biosintesis de pristimerina, como mecanismo de proteccion y defensa frente al
ataque de diversos factores bioticos, pues en diversos estudios se ha evidenciado la
actividad antialimentaria e insecticida (Reyes, et al, 2003) de la pristimerina y antimicotico
(Quiang, et al, 2005).
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Figura 27. Gréafica comparativa de la cantidad de pristimerina extraida de tallo y raiz de M. greggii
de dos diferentes colectas. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes.

En este aspecto existen escasos estudios donde se verifiquen diferencias en la
extraccion de metabolitos secundarios basados en fecha de colecta de la fuente vegetal, uno
de estos trabajos es el realizado por De la Re (2010) quien encontré que la cantidad de
acido oleandlico en la planta Phoradendrom tomentosum fue al menos un 20% mayor en la
etapa a punto de florecer y al dar fruto (agosto y septiembre) comparado con una colecta de
marzo. Otro trabajo similar es el de Singh y colaboradores (2010) donde se hallé que el
contenido de fitoquimicos (vitamina C, carotenoides, fendlicos totales, proteinas y
carbohidratos) en las plantas medicinales Trigonella foenicum-graecum y Foeniculum
vulgare era superior en la etapa de madurez que en estadios tempranos del desarrollo. Con
estas evidencias se reafirma la importancia de estudiar la variacion del contenido de

pristimerina en plantas colectadas en distintas etapas del desarrollo y fechas de colecta.




4.2 Proceso de extraccion solido-liquido de pristimerina en tallo y raiz

En las plantas donde se ha extraido pristimerina particularmente no hay estudios
similares sobre cuantificaciones de pristimerina en el extracto ni evaluando diferentes
condiciones de extraccion, por lo cual los estudios en la extraccion de pristimerina y su

optimizacién en esta planta son novedosos.

4.2.1 Prueba con sistemas de solventes y nUmero de extracciones

> Tallo

Para la pureza en tallo el analisis de varianza indico que el sistema de solventes y
namero de extracciones resultaron ser significativos del mismo modo que la interaccion
entre ambos factores (p < 0.05). La pureza del extracto de tallo, como se observa en la
figura 28 durante las tres primeras extracciones se mantiene cercana a 4mg de pristimerina
por g de extracto y no se observan diferencias significativas entre solventes empleados, sin
embargo en la cuarta extraccion el valor de pureza promedio por extraccion decrementa en
aproximadamente el 60% (2 mg/g de extracto) con respecto a la primera extraccion. Una
excepcion fue el extracto metanolico, el cual en todas las extracciones consecutivas mostré
purezas cercanas o inferiores a 3 mg /g e incluso en la primera extraccion no se detect6
respuesta en los analisis por HPLC, lo cual se debid posiblemente a la interferencia de
otros componentes mayoritarios en el tallo y una pobre extraccidn de pristimerina con este

solvente que no permitieron su cuantificacion en este extracto.

Considerando la primera extraccion los sistemas de solventes con la mayor pureza
fueron etanol y hexano:acetona 2:8 (v/v), en la segunda y tercera extraccion la pureza para

los 4 sistemas fueron similares entre si.




PUREZA (mg PRISTIMERINA/g
EXTRACTO)

PRIMERA SEGUNDA TERCERA CUARTA
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Figura 28. Efecto del sistema de solventes a diferente nimero de extracciones sobre la pureza de
pristimerina en un extracto crudo de tallo de M. greggii. Las medias que no comparten la misma

letra son significativamente diferentes.

En el andlisis de rendimiento la interaccion entre el sistema de solventes y el
namero de extracciones nuevamente resulté significativa (p < 0.05). Con estos resultados
es posible definir que el mayor rendimiento se obtiene al realizar la primera extraccion y es
el més alto para hexano:acetona 8:2 (v/v), hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol (figura 29),
siendo los ultimos dos sistemas los que mas favorecen el rendimiento de pristimerina. Para
las subsecuentes extracciones no se observaron diferencias en cuanto al rendimiento. Del
mismo modo que en la pureza en el tratamiento de metanol con la primera extraccion no se

cuantifico pristimerina.
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Figura 29. Rendimiento de extraccién de pristimerina en tallo de M. greggii usando diferentes
sistemas de solventes en hasta 4 extracciones sucesivas. Las medias que no comparten la misma

letra son significativamente diferentes.

Revisando los porcentajes acumulados de recuperacion de pristimerina para
hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol por separado del resto de los sistemas (figura 30), se
observa que en la primera extraccion se logro recuperar el 74 y 62 % de pristimerina
correspondientemente, con una segunda extraccion la recuperacion es de alrededor 20% y
en la tercera varia entre 5 y 10 %. Estos porcentajes si se realizan hasta tres extracciones
sucesivas brindan un rendimiento acumulado de hasta el 97.39 y 91.97 % con

hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol, respectivamente.

Para esta prueba en el tallo se definieron como mejores condiciones la primera
extraccion con hexano:acetona 2:8 (v/v) o con etanol y se establece que se pueden realizar

hasta tres extracciones para aumentar la recuperacion de la molécula sin perder la pureza.
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Figura 30. Porcentaje acumulado de recuperacion de pristimerina por extraccion en tallo de M.

greggii para hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol.

Los resultados observados para pureza y rendimiento se correlacionaron con las
constantes dieléctricas a 25°C calculadas para los sistemas empleados (tabla 10) y se
encontré que los sistemas de solventes con constantes de 16.77 y 24.85 habian favorecido
el proceso extractivo. De acuerdo con Barwick (1997) la separacion de un componente por
un solvente depende de la polaridad del componente y del solvente, asi como de sus

propiedades y del resto de componentes en la matriz.

Tabla 10. Constantes dieléctricas para los sistemas de solventes evaluados en extraccién de

pristimerina en tallo y raiz de M. greggii.

SISTEMA DE SOLVENTES CON,STANTE
DIELECTRICA

Hexano:acetona 8:2 (v/v) 5.65
Hexano:acetona 1:1 (v/v) 11.30
Hexano:acetona 2:8 (v/v) 16.77
Acetona 20.70

Etanol 24.85

Metanol 33.6

=



Se deduce que los componentes en el tallo de Mortonia greggii tienen caracter
hidrofilico porque los alcoholes no favorecieron el rendimiento pues también extraen al
resto de moléculas polares (glicésidos, flavonoides, alcaloides y terpenos propiamente) del
tallo (Sharapin, 2000). Esta hipdtesis de la presencia de compuestos polares en tallo se
puede comprobar en el cromatograma correspondiente al extracto de corteza de tallo de la
figura 23, donde se identifican otros compuestos que absorben a 420 nmy que eluyen antes
que la pristimerina por sus propiedades polares en la columna de fase reversa. Estos
compuestos con tiempos de elucion tempranos podrian atribuirse a derivados triterpénicos

metilénquinona cercanos a la pristimerina pero con caracter mas polar.

> Raiz

Basados en los resultados hallados en tallo, para raiz se decidio evaluar 6 sistemas
de solventes, ademas de los 4 ya probados en tallo se incluyeron hexano:acetona (1:1) y
acetona que poseen constantes dieléctricas (Cde) menor y mayor en aproximadamente 5
unidades al sistema hexano:acetona 2:8 (v/v), uno de los dos sistemas que favorecieron la

extraccion en tallo.

Para la pureza en raiz la interaccion sistema de solventes-nimero de extraccion
también fue significativa en esta prueba (p < 0.05). Se hallé que la media de pureza para
todas las extracciones fue diferente, las mas altas mostraron purezas arriba de los 20 mg de
compuesto/g de extracto, en la segunda extraccién la media global fue de 15mg/g de
extracto y en la tercera disminuyo a la mitad (7.7 mg/g). Los sistemas con los valores mas
altos para la media fueron etanol y metanol en todas las extracciones sucesivas (figura 31)
y poseen constantes dieléctricas de 24.85 y 33.6. y su tendencia se mantuvo en la mayoria

de las extracciones a excepcion de la segunda.
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Figura 31. Efecto del sistema de solventes a diferente nimero de extracciones sobre la pureza de
pristimerina en un extracto crudo de raiz de M. greggii. Las medias que no comparten la misma

letra son significativamente diferentes.

En el rendimiento de pristimerina en raiz, los méas altos valores se atribuyen a la
primera extraccion (figura 32) para todos los sistemas, sin embargo entre sistemas en cada
una de las extracciones individuales no hubo diferencias entre los solventes, por lo cual se
optd por quedarse con los alcoholes (metanol y etanol) para la extraccion en raiz debido a
su tendencia mostrada en la primera, tercera y cuarta extraccion en el analisis de pureza. En
este caso el andlisis de pureza permitié seleccionar los sistemas de solventes y es aceptable
porque este 6rgano de la planta la presencia de pristimerina es mas abundante a diferencia
del tallo y se prefieren extractos con menor numero de contaminantes aunque el

rendimiento sea comprometido en escasa medida.
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Figura 32. Rendimiento de extraccion de pristimerina en raiz de M. greggii usando diferentes
sistemas de solventes en 4 extracciones sucesivas. Las medias que no comparten la misma letra son

significativamente diferentes.

Al revisar como mejora el porcentaje de recuperacion del compuesto (figura 33)
usando los alcoholes con las extracciones se encuentra que en la primera extraccion se
logra un 64.26 y 56.71% de rendimiento con etanol y metanol, respectivamente; al realizar
una segunda extraccion la recuperacion acumulada aumenta entre el 20 y 22% para ambos
solventes y dar recuperaciones acumuladas de 85.73 y 77.40% para cada uno, sin embargo
como se menciona anteriormente la pureza decrece significativamente para etanol una

tercera parte aproximadamente (27%) y en un 19.77% para metanol.

En raiz, la escasez de compuestos polares en este 6rgano de la planta puede explicar
la factibilidad de los alcoholes para la liberacion de pristimerina y aunque pristimerina es
una molécula hidréfoba, los grupos quimicos que presenta (carboxilo, carbonilo e
hidroxilo) le otorgan un caracter medianamente polar lo cual le permite ser eluida los
alcoholes. La evidencia de escasos compuestos polares en este érgano se encuentra en el

cromatograma de corteza de raiz de la figura 24, donde Unicamente se observan dos




sefiales adicionales a la de pristimerina a 420 nm, que se encuentran en muy baja
concentracion y que ademas son polares por su elucién temprana en esta columna. Hasta el
momento los compuestos que se han aislado de la raiz de M. greggii son triterpenos como
derivados de friedelina, lupeol y &cido metil éster dehidrocanofilico y sesquiterpenos
agarofuranos polioxigenados (Arciniégas, 2004), sin embargo aln es necesario realizar un
estudio fitoquimico méas profundo en tallo y raiz de esta especie para identificar los
compuestos presentes en estos 6rganos. Trabajos en los cuales se han preparado extractos
de corteza de raiz en otras plantas de la familia Celastraceae con alcoholes son los
realizados por Haroldo y colaboradores (2004) y Nossack y colaboradores (2004), en el
primero la corteza de Cheiloclinium cognatum se extrajo con metanol y en el segundo con
Maytenus aquifolium se empled metanol. El resto de solventes reportados para la
extraccion en literatura han sido cloroformo, cloruro de metileno, hexano: éter etilico 1:1
(v/v), estos sistemas oscilan en el rango de 3 a 9 para la constante dieléctrica, lejano a los
valores de las constantes para los alcoholes (24.85 y 33.6) que en raiz de Mortonia greggii
proporcionaron mayor extractibilidad y menor contaminacion del extracto con otros

compuestos de la misma planta.
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Figura 33. Porcentaje acumulado de recuperacion de pristimerina por extraccion en raiz de M.

greggii para hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol.




4.2.2 Prueba de proporcion peso de planta/volumen de solvente (p/v)

> Tallo

Se ensayaron 4 relaciones de peso de planta con volumen de solvente y en tallo se
retomaron como solventes para la prueba hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanol, en los cuales
no se observo diferencia significativa entre estos sistemas en la prueba de solventes. El
analisis de varianza para la pureza indicé que el sistema de solventes (hexano:acetona 2:8
(v/v) o etanol) y la interaccion de este factor con la proporciéon eran significativos
(p<0.05), la proporcién por si sola no fue significativa por lo cual la pureza no se ve
alterada con cualquiera de las cuatro proporciones usadas (figura 34). La pureza de
extractos hexano:acetona 2:8 (v/v) y etanolicos de tallo no fueron diferentes en las
extracciones salvo la primera extraccion en la cual fue superior la pureza del

hexano:acetona 2:8 (v/v) hasta en un 50 % con respecto al extracto de etanol.
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Figura 34. Efecto de la proporcién (p/v) y sistema de solventes sobre la pureza de pristimerina en
el extracto crudo de tallo de M. greggii. Las medias que no comparten la misma letra son

significativamente diferentes.

En rendimiento, los factores solventes y proporcion fueron significativos (p<0.05)

pero no su interaccion. En las graficas del rendimiento (figura 35) por solvente,




hexano:acetona 2:8 (v/v) provee el mayor rendimiento (el doble del extracto etandlico)
descartando al etanol como solvente para la extraccion de tallo. Las proporciones de 0.05,
0.10 y 0.13 en el Test de Tukey mostraron ser iguales al presentar altos rendimientos,
porque el rendimiento disminuye al aumentar la relacién de materia prima/solvente. En
particular se prefiere la proporcion 0.05 (1g de planta por 20 mL de solvente) para la
extraccion por maximar el rendimiento del extracto, entre mayor es la cantidad de solvente
que se dispone para la extraccion menor es la saturacién del mismo y se puede obtener
mayor cantidad del metabolito de interés debido a que la extraccidn solido-liquido es un
equilibrio entre la concentracion de la sustancia y el solvente como lo explica Sharapin
(2000).
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Figura 35. Rendimiento de pristimerina extracto de tallo de M. greggii en funcién del sistema de
solventes-proporcion p/v. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes.

> Raiz

En el andlisis de varianza de la prueba de proporcién para raiz, los factores y la
interaccidn resultaron significativos (p<0.05), el tratamiento distinto a los demas fue etanol
con la proporcién de 0.05 g planta/mL de solvente (figura 36), en éste se observd un

extracto de raiz 20% mas puro (30 mg de pristimerina/g de extracto) que en resto de los




tratamientos y de esta forma el metanol como solvente de extraccion fue rechazado. En los
resultados para el rendimiento, la media mayor también correspondio al tratamiento etanol
0.05 pero no hubo diferencias estadisticas con metanol a 0.05 y 0.10 g planta/mL no
(figura 38), sin embargo como criterio de seleccion de los niveles de estos factores se tomo

como definitiva la diferencia observada en los resultados de pureza.

35.0 e
30.0 - - - el
25.0 - b-booo
15.0

10.0
5.0
0.0

PUREZA(mg PRISTIMERINA/g
EXTRACTO)

01 013 0.2
PROPORCION p(g)/v(mL)
F1METANOL | ETANOL

Figura 36. Efecto de la interaccion proporcion (p/v) y sistema de solventes sobre la pureza de
pristimerina en el extracto crudo de raiz de M. greggii. Las medias que no comparten la misma

letra son significativamente diferentes.

25.0 -t mmmmmm oo
P - - B P
150 -1 - e T T

10.0 —-——::: ————— :::: —————

EJ'I
o
I
T
|
I

o
(<)

RENDIMIENTO(mg
PRISTIMERINA/10g PLANTA)

0.05 0.1 0.13

PROPORCION p(g)/v(mL)
-1 METANOL ® ETANOL

Figura 37. Rendimiento de pristimerina en extracto de raiz de M. greggii en funcidon del sistema de
solventes-proporcion p/v. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes.




4.2.3 Cinética de extraccion y numero de extraccion

> Tallo

El tiempo de extraccidn es un importante factor porque se encuentra relacionado a
la saturacion del solvente y a la eficiencia del proceso. De los tiempos evaluados para la
pureza en tallo tanto el tiempo de extraccién y como el nimero de extracciones fueron
significativos y se identificd interaccion de ambos factores (p<0.05). Como se observa en
la gréfica de pureza (figura 38), la mayoria de tiempos en la primera y segunda extraccién
no presentan diferencias entre si. Los tiempos de extraccion que produjeron altas purezas
son 0.5, 1, 1.5, 6, 8 y 10h, sin embargo es posible que en los ultimos tiempos (6 a 10h) en
los sistemas haya ocurrido evaporacion del solvente en el sistema lo que causé una
concentracion del extracto y por consecuencia valores altos de pureza, por esta razon se

descartaron los ultimos tiempos de extraccion.

PUREZA (mg PRISTIMERINA/g EXTRACTO)

TIEMPO (h)
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Figura 38. Pureza de pristimerina en extracto crudo de tallo de M. greggii a diferentes tiempos de
extraccion y 4 extracciones sucesivas. Las medias con el mismo simbolo son significativamente

iguales.




En los tiempos de 0.5 y 1h se visualiza que hasta tres extracciones se mantiene la

pureza a estas condiciones de extraccion, sin embargo en el resto de los tiempos evaluados

Unicamente dos extracciones conservan similar entre si la pureza del extracto de tallo.

Para el rendimiento de este extracto de tallo, la cinética realizada (figura 39)

muestra que la primera extraccion brinda el rendimiento més alto para todos los tiempos de

extraccion. Los tiempos con los més altos rendimientos fueron 8 y 10h, seguidos de 6, 0.5,

1y 1.5h, no obstante se piensa que para términos de esta segunda variable de respuesta

también hubo un efecto de la evaporacion del solvente en los ultimos tiempos de

extraccion de 6, 8 y 10h, por los cuales se les descarté como condicion optima.
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Figura 39. Cinética del rendimiento de pristimerina en extracto de tallo de M. greggii para cuatro

extracciones sucesivas. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes.




En los tiempos de extraccion de 0.5 a 1.5h, el porcentaje de recuperacion de
pristimerina es de entre el 78 y 82.5%, una segunda extraccion permite del 14 al 16.8% de
recuperacion para generar recuperaciones acumuladas de entre 92.9 al 96.5% vy el incluir
una tercera extraccion puede producir una recuperacion total de aproximadamente el 99%
del compuesto. Comparando estos resultados con los obtenidos en la primer prueba de
extraccion para tallo con hexano:acetona 2:8 (v/v) donde el tiempo fue arbitrario, se
concluye que la busqueda de un rango de tiempos de extraccion éptimos permitié mejorar
el rendimiento acumulado de pristimerina de 97.39 a 99%

Al reunir los resultados obtenidos en la pureza y rendimiento en tallo de M. greggii
de esta prueba reafirmamos la primera extraccion como numero de extraccion optima y el
rango de tiempo de entre 0.5 y 1.5h empleando como solvente hexano:acetona 2:8 (v/v)

como condiciones adecuadas para la extraccion de pristimerina de corteza de tallo.

> Raiz

En la pureza de extracto de raiz como respuesta del tiempo y extraccion (figura 40)
al comparar las medias entre si no se distinguieron diferencias importantes entre las
extracciones y los tiempos, la media que fue sobresaliente y diferente fue la pureza de 30
mg pristimerina/ g extracto, correspondiente al tratamiento de 10h primera extraccion
aungue es posible que sea un efecto de evaporacion del solvente en este tratamiento. En el
resto de tratamientos no hubo précticamente diferencias entre las medias de pureza en la

primer extraccion ni entre tiempos con re-extraccion.
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Figura 40. Pureza de pristimerina en extracto crudo de raiz de M. greggii a diferentes tiempos de
extraccion y 4 extracciones sucesivas. Las medias que no comparten la misma letra son

significativamente diferentes.

La cinética del rendimiento de pristimerina (figura 41) en raiz muestra que la
primera extraccion nuevamente es la adecuada para obtener un rendimiento maximo, los
primeros tiempos (0.5-1.5h) en esta extraccion produjeron rendimientos bajos, y conforme
se incrementa el tiempo de extraccién el rendimiento aumenta mientras en el resto de
nimero de extracciones no cambid. El tratamiento de 10h primera extraccion tuvo un
rendimiento alto casi 1.5 veces mayor al observado para el tiempo de 0.5h. Si se analiza el
gréfico desde el punto de vista de numero de extraccion, la media global de la primera
extraccion es de 28 mg pristimerina/ g planta, en la segunda es de 22 mg/g y para una

tercer re-extraccion la pureza disminuy6 4 unidades.




Para este caso parece que tiempos largos de extraccion son los indicados, sin
embargo uno de los objetivos del presente trabajo es la optimizacion de las condiciones y
como describe Sharapin (2000) aunque los tiempos prolongados no influyen negativamente
en el proceso extractivo frecuentemente implican costos de mano de obra, recursos y
retardo en etapas subsecuentes de utilizacion del extracto. Para este extracto de raiz de M.
greggii se sugiere de acuerdo a los resultados la utilizacion de un tiempo de 10h para un
rendimiento y pureza altos, sin embargo este intervalo de tiempo que se evalu6 0.5 a 10h se
considerd en la siguiente prueba de extraccion con el objeto de ver si se disminuye el

tiempo de extraccion al implicar otros factores en el proceso.
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Figura 41. Cinética del rendimiento de pristimerina en extracto de raiz de M. greggii para cuatro
extracciones sucesivas. Las medias que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes.

Hasta el momento las condiciones Optimas para la extraccién de pristimerina a
partir de corteza de raiz de M. greggii son una primera extraccion a una proporcion de 1g
de planta por 20 mL de etanol (0.05) por 10h.




4.2.4 Prueba de tiempo de extraccion, agitacion y temperatura
» Tallo

En esta prueba de extraccion con el disefio Box-Behnken planteado para tres
factores (tiempo, agitacion y temperatura) se pasd de realizar un proceso de extraccion
estatica a una extraccion dinamica (Sharapin, 2000) al incluir en el disefio como factor la
agitacion.

El andlisis de regresion realizado a los datos experimentales y su ajuste a un modelo
polinomial de segundo orden generd las siguientes ecuaciones, las cuales representan
modelos para la pureza y rendimiento de la extraccion de pristimerina en funcion del

tiempo de extraccion, agitacion y temperatura a partir de corteza de tallo en Mortonia

greggii.

Modelo para pureza de extraccion de pristimerina en tallo:

Pp. = —2.66043 + 3.87064t + 0.018004 + 0.244835T — 1.77369t> —
8.78167x107°4% — 0.004121T?

De donde:

Per= Pureza de pristimerina (mg de pristimerina/g de extracto)
t = Tiempo (h): 0.5-1.5

A = Agitacion (rpm): 0-200

T = Temperatura (°C): 20-40




Modelo para rendimiento de extraccion de pristimerina en tallo:

Rdtp, = —2.89774 + 3.47296t + 0.02196A + 0.241962T — 1.39286t> —
1.04169x107%4% — 0.00368051T?

De donde:

Rdtpr = Rendimiento de pristimerina (mg de pristimerina/10g de planta)
t = Tiempo (h): 0.5-1.5

A = Agitacion (rpm): 0-200

T = Temperatura (°C): 20-40

El analisis de varianza para los datos de pureza (anexo G) mostrd que el tiempo de
extraccion (t) fue el factor que més afecta la pureza de pristimerina en el extracto de tallo
(p<0.05) asi como la existencia de una fuerte influencia de los términos cuadraticos de los
factores en el modelo. Las suposiciones de normalidad y varianza constante se cumplieron
para los datos del andlisis (anexo H), la independencia de residuos no fue posible
verificarlas dado a que las réplicas que se corrieron fueron no genuinas para cada
tratamiento en el disefio, Minitab mostrd este andlisis considerando réplicas genuinas por

lo cual no es valido. El ajuste de los datos al modelo fue de 70.6%.

Las graficas de superficie muestran el comportamiento de la pureza a las
condiciones de evaluacion (figura 42) en los factores estudiados. En las tres graficas de
superficie observamos que practicamente la pureza del extracto visualizado las variables
muestran un desarrollo parabdlico. En la grafica del inciso a tiempo de extraccion-
agitacion, se observa que pureza con los extremos de tiempo de extraccion (0.5h y 1.5h) y
la nula y la mas alta agitacion posee valores extremadamente bajos, los cuales a medida
que ocurre un desplazamiento de los niveles al punto central mejora notablemente la
pureza, al ubicarnos en la condicion de maxima agitacion las purezas a determinados
tiempos no son tan bajos como cuando no existe agitacion en el sistema. En la graficaby c

también el comportamiento paraboloide de las dos variables graficadas se visualiza, en




particular en la superficie de respuesta c, en el punto agitacion a 200 rpm y temperatura
cercana a los 30°C la pureza no tiene tan pronunciado el ascenso parabdlico y lo mismo se
advierte en la grafica tiempo-temperatura en la que fijando el tiempo en 1.5h la parabola
descrita por el desplazamiento de la temperatura es mas baja y mas ancha en su abertura
(gréfica c). La descripcion parabdlica mas fiel de la pureza es para la agitacion. En todos
los casos la pureza maxima en las condiciones éptimas es superior a los 4 mg/g de

extracto.

Las graficas de contorno se omitieron de figura 42 dado a que las interacciones

entre factores diferentes no resultaron significativas.
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Figura 42. Superficies de respuesta para la pureza de pristimerina en funcién del tiempo de

extraccion, agitacion y temperatura en extracto de tallo de M. greggii.




Las condiciones Optimas para obtener la mayor pureza (4.0101 mg pristimerina/g
de extracto) se establecieron por medio del optimizador de Minitab con una deseabilidad
de 0.92 y corresponden a un tiempo de extraccion de 1h 5min 45.6s, 103.0 rpm y 29.7°C
(figura 43).
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Figura 43. Respuesta de optimizador para pureza de extracto de tallo

En cuanto al rendimiento, el tiempo de extraccion (t) también fue uno de los
factores mas significativos (anexo G) asi como la temperatura (T) para la obtencién de una
mayor cantidad de pristimerina. Los términos cuadraticos de los factores también fueron
significativos para el modelo, se descartaron interacciones entre los factores y se
cumplieron los supuestos del analisis de varianza (anexo H) a excepcién de la
independencia de los residuos que no se verificd por la razon explicada en el analisis de

pureza de tallo. Este modelo presentd un ajuste con los datos de 75.99 %.

En estas graficas de superficie de respuesta (figura 44) el rendimiento maximo es
superior al 4%. Se concluye que el incremento de temperatura desde la ambiental no afecta
la extractibilidad de pristimerina durante el proceso sino al contrario suele favorecerla
ligeramente cuando la agitacion esta en su 6ptimo valor (grafica c). La pardbola maés
definida suele corresponder a la agitacion. Fijando la temperatura, el punto de menor
rendimiento para el extracto sucede a un tiempo de extraccion de 0.5 h y cero agitacién y

mejora con el incremento del tiempo y la media de la agitacion. Si el factor fijo es la




agitacion, tiempos de extraccion cercanos a 1.5 h y elevacién de temperatura brindan

rendimientos aceptables y permiten una extraccion gradual de pristimerina.
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Figura 44.Superficies de respuesta para rendimiento de pristimerina en funcién del tiempo de

extraccion, agitacion y temperatura en extracto de tallo de M. greggii.

El optimizador del programa provee para maximizar el rendimiento (4.4022 mg
pristimerina/10g de planta) como valores éptimos de los factores 1h 14min 51s, 105.0 rpm
y 32.9°C con deseabilidad de 0.90 (figura 45).
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Figura 45. Respuesta de optimizador para rendimiento de extracto de tallo

Como la maximizacion de las variables de respuesta (pureza y rendimiento) es el
objetivo conjunto, se realizd la basqueda de condiciones mediante el optimizador que
trataran de cumplir con los dos objetivos al mismo tiempo. La deseabilidad lograda fue de
0.96 y las condiciones Optimas para pureza y rendimiento en conjunto son: 1h 5min 45.6 s,
103.0 rpm y 29.7 °C. Estas condiciones estdn mas cercanas a las optimas de la pureza
individual que a las del rendimiento, la deseabilidad aumentd en la compuesta para pureza

y disminuyé en rendimiento.

Optimal Tiempo ( Agitacio Temperat
High [1.6360] (16595031 (2928701
ur . . .
0.96308 (o o268 3.0 L65,

Composite \

Desirability
0.96308

PUREZA (

Maximum
y =4.0101
d = 0.92753

=

=
—

RENDIMIE
Maximum
y = 4.3329
d = 1.0000

Figura 46. Respuesta de optimizador para pureza y rendimiento de extracto de tallo




> Raiz

El modelo obtenido para pureza y rendimiento de pristimerina en el extracto de
corteza de raiz en Mortonia greggii en funcion del tiempo de extraccion, agitacion y

temperatura se representa por las ecuaciones siguientes.
Modelo para pureza de extraccion de pristimerina en raiz:

Pp, = 41.8556 — 2.71034¢ — 0.09792A4 + 1.51277T + 0.442013¢% —
0.0220364T2 — 0.00412195At — 0.0483004Tt + 0.00324091AT

De donde:

Per= Pureza de pristimerina (mg de pristimerina/g de extracto)
t = Tiempo (h): 0.5-10

A = Agitacion (rpm): 0-200

T = Temperatura (°C): 20-50

Modelo para rendimiento de extraccion de pristimerina en raiz:

Rdtp, = 30.0975 — 2.23861t — 0.2876664 + 2.94909T + 0.329544t> —
0.0465069T% + 0.00840590AT

De donde:

Rdtpr = Rendimiento de pristimerina (mg de pristimerina/10g de planta)
t = Tiempo (h):0.5-10

A = Agitacién (rpm):0-200

T = Temperatura (°C):20-50




El Gnico factor que resulto significativo en la pureza del extracto de raiz (anexo I)
fue el tiempo de extraccion y las interacciones entre los tres factores, cumpliéndose dos de
los supuestos del andlisis: la distribucién normal de los datos y la varianza constante
(anexo J). Los datos tuvieron un ajuste del 68.42 % con respecto al modelo.

En la figura 47 se observan las gréficas de superficie y de contorno de pureza en
corteza de raiz generadas en Minitab para cada una de las interacciones de los factores. En
la interaccidn tiempo de extraccion-agitacion a temperatura fija (gréafica a), si el tiempo se
acerca a valores alrededor de las 5h la pureza decrementa en un orden de 10mg/g de
extracto, alrededor de pero a tiempos cercanos a 0.5 h o de 10 h se tienen valores altos, la
modificacion de la agitacion altera escasamente la pureza. Este mismo comportamiento
descrito para el tiempo se encuentra en la grafica tiempo-temperatura (grafica b) donde la
pureza disminuye en 5 unidades mas cuando el tiempo se sitla en los alrededores de la
media entre ambos niveles, la temperatura en este caso si infiere ligeramente en la variable
de respuesta y hasta resulta contradictoria porque a tiempos de extraccion de 0.5h, la
pureza mejora con temperaturas altas y a tiempos de extraccion largos (10h) temperaturas
cerca de la ambiental (20°C) la pureza tiene un valor intermedio. La variacion de la pureza
con los tiempos de extraccion mencionados pueden deberse a que al entrar la planta en
contacto con el solvente, la pristimerina se lixivie hacia afuera y con el aumento del tiempo
otras moléculas empiecen a migrar de los tejidos al exterior desplazando o superando la
salida de pristimerina y posteriormente al concluirse la elucién de estas moléculas que
deben hallarse en menor cantidad continde ocurriendo la liberacion del metabolito de
interés. Finalmente en la gréafica c, a agitacion 0 aumento de temperatura baja la purezay a
medida que se aplica agitacion temperaturas altas mejoran bastante la pureza, parece
suceder que la agitacion pudiera favorecer la extraccidbn de otros compuestos y
posteriormente la temperatura afectar a algunas moléculas distintas y reconstituir la pureza

de este extracto de raiz.
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Figura 47.Superficies de respuesta y gréaficas de contorno para pureza de pristimerina en funcion

del tiempo de extraccion, agitacion y temperatura en extracto de raiz de M. greggii.




El optimizador del programa establece como valores éptimos de los factores 30
minutos de extraccidn, agitacion maxima (200rpm) y 48.28°C, la deseabilidad en este caso

esta de acuerdo a lo pedido (figura 48).
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Figura 48. Respuesta de optimizador para pureza de extracto de raiz

Por otra parte, en el rendimiento del extracto de raiz, los resultados significativos
(anexo K) fueron tiempo de extraccion y temperatura y s6lo una interaccion resulto estar
en el modelo, agitacion-temperatura (figura 49). Se verificd la normalidad de los residuos y
la varianza constante no encontrando desviaciones (anexo L). El porcentaje de variacion
de la variable de respuesta fue de 71.10% con respecto al modelo. En la gréfica a
correspondiente a tiempo-agitacion, es evidente que al iniciar la extraccion con 0.5 h el
tiempo causa una disminucion del rendimiento y asciende en el intervalo de 5 a 10 h, si en
determinado tiempo se modifica la agitacion el rendimiento parece no alterarse. En la
superficie de de la grafica b, el comportamiento para paraboloide es menos pronunciado
para el tiempo y la temperatura actta de la misma forma, siendo éptimas las ubicadas entre
los 40-50°C. En la interaccion agitacidn-temperatura y como se observa en la gréfica de
contorno correspondiente, a un tiempo fijo al incrementarse la agitacion en el sistema el
rendimiento puede disminuir si la temperatura empleada se aproxima a 20°C o puede
mejorar cuando este factor se incrementa hasta 50°C, esto puede explicarse que la
temperatura alta y agitacion vigorosa favorecen la extraccion sélido-liquido de pristimerina

en corteza de raiz.
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Figura 49.Superficies de respuesta y grafica de contorno de interaccion para rendimiento de

pristimerina en funcién del tiempo de extraccion, agitacion y temperatura en extracto de raiz de M.

greggii.




El maximo rendimiento 98.3808 (mg pristimerina/10g de planta) ocurre cuando las
condiciones de extraccion son 10 h, 200 rpm y 49.7 °C, con deseabilidad de 1.00 (figura
50), siendo desventaja la extension del tiempo de extraccion.
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Figura 50. Respuesta de optimizador para rendimiento de extracto de raiz

Una optimizacion conjunta de la pureza (figura 51) y rendimiento del extracto de
raiz conlleva a emplear como condiciones 30 minutos de extraccion, 200 rpm en agitacion
y 49.7 °C. De esta manera podemos contar con un extracto de pureza aceptable y

rendimiento adecuado sin tener que sacrificar la pureza y usar tiempos extenso para tener
altos rendimientos.
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Figura 51. Respuesta de optimizador para pureza y rendimiento de extracto de raiz.




Una observacion importante a discutir es que en los modelos para pureza y
rendimiento tanto del extracto de tallo como de raiz se arrojo en los resultados de los
analisis de varianza una significativa falta de ajuste en los modelos, realizando una
investigacion mas exhausta se encontrd que esta significancia de este término en el anélisis
puede deberse a la presencia de las réplicas no genuinas y al nimero mismo de réplicas
empleadas, sin embargo no representa problema alguno a la aplicabilidad de los modelos
(School of Public Health, 2012).

Adicionalmente a los analisis de medias presentados para pureza y rendimiento de
ambos extractos, también se practico un andlisis de variacion a los datos de desviacion
estandar por tratamiento, generando un modelo propio de la variacion con el objetivo de
minimizarla. Se buscé las condiciones Optimas para cada extracto minimizando la
variacion y maximizando pureza y rendimiento. Los resultados de esta seccion no se

presentan por motivos de extension y se incluyen en el anexo M.

4.3 Aislamiento molecular de pristimerina

4.3.1 Cromatografia en columna de sephadex con extracto de corteza de raiz

La corteza de raiz de la planta E (127.3g) sometida a extraccion solido-liquido
rindi6 15.129 g de extracto total, el cual se empled para la realizacion de estas columnas de

sephadex.

Se colectaron 38 fracciones de 5 mL cada una operando la columna a una velocidad
de elucion de aproximadamente 1mL/min. En la figura 52 se muestra que el
comportamiento de la elucion de pristimerina tuvo la forma de una campana. 8 de las
fracciones colectadas presentaron un indice de purificacion superior a la unidad lo que
significa que superaron la pureza inicial de pristimerina que poseia el extracto y la columna
se encuentra purificando al incrementar la pureza de pristimerina en fracciones respecto a
la pureza inicial. De estas 8 fracciones, 4 tuvieron indice de purificacion entre 1y 2 y el

resto de fracciones alcanzaron indices de purificacion superiores a 2. En la misma gréafica




se indica el porcentaje de recuperacién de pristimerina a través de las fracciones colectadas
en la columna. Las fracciones con indice de purificacion mayor a 2 brindan una
recuperacion de pristimerina alimentada del 28.28 %, mientras que las fracciones con
indices entre 1 y 2 acumulan un 45.32 % de pristimerina y las fracciones con indice entre 1
y 0.5 recuperan 25.26 % de pristimerina. Cualitativamente las fracciones con purezas
mayores a la unidad presentaron una coloracion entre rojo y naranja intenso (anexo B), las

fracciones con indices mayores a 2 eran naranjas y tenian un aspecto sélido.
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Figura 52. indice de pureza y porcentaje de recuperacion de pristimerina en fracciones de columna

de sephadex con extracto de corteza de raiz.

La variacion observada en las fracciones de pristimerina se adjudica a la dificultad
en el control de la velocidad de la fase movil, y se sugiere una regulacion mas constante,

porque segun Patnaik (2004) la velocidad lineal de la fase mdvil se encuentra relacionada




con la resolucion y eficiencia de la separacion en la columna cromatogréfica y por

consecuencia con la reproducibilidad.

En la literatura sobre el aislamiento de pristimerina en los trabajos de Nufiez (2004)
y Gutiérrez, et al (2007) se empled la columna cromatogréafica de sephadex como primera
etapa de separacion para los extractos de raiz de Crossopetalum uragoga y Maytenus
ilicifolia, respectivamente. En estas técnicas no se especifican las dimensiones de las
columnas, relacion entre extracto-soporte, condiciones de elucién ni purezas alcanzadas,
por lo cual no es posible establecer comparacion entre los pardmetros usados y el grado de

purificacion en las fracciones obtenidas.

4.3.2 Separacion liquido-liquido

La eleccion de la composicion del sistema Arizona adecuado para la separacion
liquido-liquido de las fracciones agrupadas se basé en la tonalidad de la coloracion naranja
de las dos fases formadas (organica y acuosa), se opto por aquellas 3 composiciones donde
la distribucion colorimétrica fuese similar en ambas fases, esto se observo en el tercer,
cuarto y quinto tubos de la prueba (composiciones S, T y U), mientras que en las primeras
dos extracciones (composiciones P y O) el compuesto se localizé en la fase superior, en las
altimas extracciones (composiciones V, W, X, Y y Z) la tonalidad mas intensa se hall6 en

la fase inferior.

Estas composiciones seleccionadas se hallan contempladas dentro de los sistemas
de solventes poco polares o hidrofobos (Lu, et al, 2009) y estan en coincidencia con el
caracter hidr6fobo que se atribuye a la molécula de pristimerina (The Chapman And Hall
Natural Products, 2011)

Los resultados del escalamiento de las composiciones efectuadas se muestran en la

siguiente tabla




Tabla 11. Coeficientes de particion, pureza y porcentaje de recuperacion de pristimerina en las
fases de las composiciones evaluadas en la separacion liquido-liquido

PUREZA .
, o % RECUPERACION
COMPOSICION Kb FASE (mg Pristimerina/g
DE PRISTIMERINA
fase)

S 2.496 Acuosa 1.946 32.86
Orgénica 4.206 67.13
T 2.274 Acuosa 1.918 34.04
Orgénica 3.378 65.95
U 3.001 Acuosa 1.740 23.16
Orgénica 3.305 76.83

En esta tabla se registraron coeficientes de particion de pristimerina de las 3
composiciones, los cuales poseen valores cercanos a 3, el coeficiente obtenido se halla
entre 0.5 y 5 como se recomienda para la realizacion de una separacion liquido-liquido.
Las purezas obtenidas para las fases organicas demuestran un incremento de la pureza con
respecto a la muestra inicial antes de la extraccion cuya pureza promedio fue de 2.2 mg de

pristimerina/g de fraccion.

El porcentaje de recuperacion de pristimerina con estas composiciones para la fase
organica se halla entre el 66 y 77%, si se realizaran al menos 3 extracciones liquido-liquido
sucesivas el porcentaje de recuperacion total de pristimerina estaria entre 96.0 y 98.7%, y
la pureza se incrementaria en un intervalo de 1.5 a 2 veces la pureza de la fraccion antes de

las extracciones dependiendo la composicién usada (S, T, U).

4.3.3 Propuesta de proceso de extraccion y aislamiento de pristimerina

Con los resultados obtenidos se propone el siguiente procedimiento de extraccion y
aislamiento de pristimerina (figuras 53A y 53B) a partir de la planta Mortonia greggii. En
la figura 53A se indica el proceso propuesto para la extraccidn de pristimerina. Se parte de
la planta, la cual se corta y separa en 6rganos y se deja secar por completo para eliminar la

humedad por 24h y en una incubadora a 40°C de acuerdo a literatura. Se retira la corteza y

e



se somete a molienda por separado al tallo y a la raiz. Para efectos de balance de materia se
determiné utilizar 1.7 Kg de raiz de la cual se obtienen 60.5 g de corteza de raiz de una
colecta realizada en el mes enero (por el mayor contenido de pristimerina cuantificado) y
32 Kg de tallo para generar 100 g de corteza de tallo procedente de una colecta del mes de
agosto. Cada una de las cortezas de estos 6rganos se coloca en una primera separacion
solido-liquido dindmica bajo las condiciones Optimas correspondientes que se
determinaron. El extracto se separa del material sélido por filtracion y se evapora el
solvente para rendir un extracto crudo. EI material restante de tallo después de esta primera
extraccion se somete a dos extracciones estaticas sucesivas con solvente recuperado
mientras al material de raiz se le practica una segunda extraccion estatica, es importante
mencionar que el numero de extracciones indicadas para cada una de las dos cortezas se
fijo de acuerdo a los resultados de rendimiento y pureza encontrados en la pruebas de
extraccion. Con la cantidad de corteza mencionada se logra obtener 7.5 g de extracto de
raiz en la primera extraccion y 13.24 g de extracto de corteza de tallo contemplando tres
extracciones sucesivas debido a que como se analizo en la prueba de solventes para tallo la
pureza promedio del extracto no cambia con tres extracciones sucesivas. Los 2.8 g de la
segunda extraccion estatica de raiz por tener una pureza inferior a la de la primera
extraccion debe someterse a estrategias alternativas para incrementar la pureza a 50 mg de

pristimerina/g de extracto 0 méas para iniciar la purificacion por cromatografia en sephadex.

Para la conservacion de dichos extractos se sugiere su almacenamiento en
recipientes ambar como proteccion frente a la luz y a una temperatura igual o inferior a
20°C.
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Figura 53A. Proceso de extraccion propuesto para pristimerina a partir de Mortonia greggii.




Considerando un extracto de raiz con pureza de 50 mg pristimerina/g de extracto
se toman 2.5 g del mismo y se alimentan a una columna de sephadex LH-20 (figura 53B)
bajo los parametros de operacion establecidos en metodologia. En las fracciones con
incremento de pureza del doble (100 mg/g) respecto a la inicial se recupera el 28 % de
pristimerina, es decir, 35 mg con la pureza deseada para su purificacién final por
cromatografia de particion centrifuga (CPC). Las fracciones en el intervalo de indices de
pureza entre 0.5 y menores a 2 (0.5Po<P1<2Po) recuperan el 70% de pristimerina inicial
con una pureza ponderada de 60.5 mg pristimerina/g de fraccion, por lo cual es necesario
su reagrupacion y particionamiento en una relacion fase acuosa-fase organica de 3:1 v/v
para alcanzar el 98.7% de recuperacion del compuesto y pureza de 121 mg/g (con la
composicion U, sistema Arizona). Sumando la masa de la fraccion de pureza alta y la
masa de la fase organica seca después de la evaporacion de los solventes se tiene un 1g de
muestra con pureza aproximada del 10%. Ensayando nuevamente al purificacion con 2
lotes de 2.5 g de extracto de raiz se acumulan 3 g de material necesario para emplear el
CPC y se purifican 364 mg de pristimerina a partir de los 7.5 g de extracto de la primera

extraccion.

En la cromatografia de particion centrifuga (CPC) se toma como referencia el
trabajo de Gutiérrez, et al (2007) con escalamiento de las condiciones a un rotor con
capacidad de 1L en lugar de 200 mL y uso de cualquiera de las 3 composiciones usadas en

la separacion liquido-liquido.

En tallo debido a las bajas purezas detectadas en el extracto y escasa recuperacion
con la columna de sephadex se opta por proponer la separacion liquido-liquido con
proporcion de 15 volumenes de fase acuosa por 1 volumen de fase organica y de esta
forma conseguir purezas 32 veces mayores a partir de 13.24g de extracto de tallo con
pureza inicial de 4 mg de pristimerina/g de extracto. Este proceso tendria que efectuarse 8
veces para sumar los 3 g necesarios para alimentar al CPC y ganar 396.2 mg de
pristimerina. Como se observa la purificacion en tallo se vuelve tediosa, requiere mayor
cantidad de planta en comparacion con la raiz, por lo cual es necesario buscar otras

técnicas de purificacion mas eficaces.
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V. CONCLUSIONES

A través de un método de analisis por HPLC-MS, HPLC-UV-Vis y microscopia
Optica se identificd pristimerina en corteza de tallo y raiz en la planta Mortonia greggii y se

descartd su presencia en hoja.

Se estim0 la edad de la planta Mortonia greggii empleada para estos procesos de
extraccion y aislamiento de pristimerina con base en la observacion de los anillos de

crecimiento en tallo y se determiné tenia una edad de 9 afos.

La evaluacion del efecto de la fecha de colecta de dos diferentes meses (agosto y
enero) en corteza de tallo y raiz en Mortonia greggii mostré que el mes de enero la
cantidad de pristimerina en tallo fue 24.9% mayor a la existente en agosto y en raiz la
cantidad en enero super0 en 56.8% a la del mes de agosto a consecuencia del estrés

ocasionado por las bajas temperaturas y escasez de agua de la temporada.

Se establecieron y optimizaron las condiciones de extraccion de pristimerina para
corteza de tallo y raiz en esta planta. En tallo se propuso emplear como sistema de
solventes hexano:acetona 2:8 (v/v) hasta con tres extracciones sucesivas para lograr un
rendimiento acumulado en extraccion estatica del 97.39 % sin perder la pureza del
extracto. Se fijo una relacion peso de tallo/volumen de solvente en 0.05 y la optimizacion
en extraccion dinamica para maximizar la pureza y el rendimiento de pristimerina en el
extracto de tallo son un tiempo de extraccion de 1h 5min 45.6 s, agitacion a 103.0 rpm y
temperatura a 29.7 °C. En raiz el sistema de solventes que mejor favorece el rendimiento y
la pureza del extracto es etanol a una proporcion de 0.05g de raiz/mL de solvente, se
propone realizar hasta una segunda extraccion estatica para lograr un rendimiento
acumulado de 85.74 % sin alterar la pureza significativamente. Las condiciones de
optimizacion para la pureza y rendimiento en la extraccién dindmica de pristimerina en el
extracto de raiz son 30 minutos 200 rpm y 49.7 °C. De estas dos optimizaciones en
extracto de corteza de tallo y raiz se proponen los respectivos modelos para predecir la

pureza y rendimiento de pristimerina a determinadas condiciones.




La columna de sephadex para corteza de raiz generd fracciones con indices de
pureza superiores a 2 y con recuperacion del 28% de pristimerina en estas fracciones. Por
la reproducibilidad lograda en esta columna de sephadex se sugiere iniciar la purificacién
de pristimerina a partir del extracto crudo de raiz. La velocidad de elucion de la fase movil

es un factor importante para lograr la reproducibilidad de las columnas cromatograficas.

Se obtuvieron tres coeficientes de particion (2.49, 2.27, 3.00) para la pristimerina
con las composiciones S, T y U del sistema Arizona y se logré incrementar al doble la

pureza en las fracciones con esta separacion liquido-liquido.

Con los resultados obtenidos se propuso un proceso de extraccion y aislamiento de
pristimerina. Este proceso propone una primera extraccion dinamica para tallo y raiz
después de la separacion, decorticacion y molido de estos Organos. Este extracto es
fraccionado en raiz a través de una columna de sephadex y sus fracciones con indices de
pureza entre 0.5 y 2 incrementan su pureza al doble después de una separacion liquido-
liquido y se termina de purificar por CPC. Se calculd recuperar 364 mg de pristimerina a
partir de 60.5 g de corteza de tallo (1.7 Kg de raiz). En tallo se propuso realizar separacion
liquido-liquido con el extracto en la relacion 15:1 (fase acuosa: fase organica) a partir del
extracto de corteza de tallo para lograr una pureza 32 veces mas alta y purificar por CPC
396.2 mg de pristimerina de 800 g de corteza de tallo (256 Kg de tallo).




V1. RECOMENDACIONES

Como continuacion al presente trabajo de tesis se hacen las siguientes

recomendaciones especificas:

> En la seccidn de extraccion como trabajo complementario al desarrollado en los
modelos de superficie de respuesta de la extraccion de pristimerina en tallo y raiz se
sugiere realizar una ensayo experimental por triplicado con las condiciones 6ptimas
de los modelos de extraccion y verificar la concordancia de los valores de las
variables de respuesta (pureza y rendimiento) con respecto a los valores predichos
por las ecuaciones correspondientes.

» Generar un modelo donde se contemple el efecto de la fecha de colecta sobre la
pureza y rendimiento en el proceso de extraccion de solido-liquido de pristimerina.
En el caso particular del cultivo vegetal viable para la produccion de pristimerina,
obtener también un modelo donde se contemple el efecto de uno o mas estreses
aplicados a los cultivos de la planta.

» En cuanto al aislamiento de pristimerina se sugiere repetir las columnas
cromatograficas realizadas y estandarizar el método para lograr la reproducibilidad
de las mismas.

» Realizar columnas cromatograficas utilizando otros soportes cromatograficos como
la silica enlazada modificada con grupos no polares.

» Continuar la purificacion de pristimerina mediante cromatografia de particion
centrifuga (CPC).

Otras sugerencias adicionales que se desean hacer con respecto a la tematica de

investigacion son las siguientes:

v' Se recomienda realizar el perfil fitoquimico y identificacion y cuantificacion de
principales compuestos en la planta Mortonia greggii, con el objetivo de explicar el
efecto de estos compuestos sobre el fendmeno de extraccion realizado e indagar por

la posible existencia de algunos otros metabolitos de interés farmacolégico.




v" Debido a la importancia y el costo que tiene la pristimerina actualmente como
potencial medicamento anticancer se sugiere llevar a cabo un bioensayo para
evaluar la citotoxicidad y actividad anticancerigena del extracto de corteza de tallo
y raiz de Mortonia greggii, como una alternativa terapéutica y econémica.

v' Como trabajo futuro se propone la caracterizacion biolégica de Mortonia greggii
desde los puntos de vista anatomico, fisioldgico, ecoldgico y genético de la planta,
con la finalidad de contar con mayor informacion para su explotacién como posible

biofabrica de pristimerina a largo plazo.
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VIII. ANEXOS

A. Planta Mortonia greggii en su habitat

B. Fracciones (1-23) columna de sephadex corteza de raiz E (izquierda a derecha)

C. Curva de calibracion de pristimerina
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D. Andlisis del efecto de la fecha de colecta sobre la cantidad de pristimerina (prueba
de dos medias con varianzas desconocidas y diferentes)

Prueba T e IC de dos muestras: RENDTO(gPRIST/100g PLANTA)*100%, Temporada
T de dos muestras para RENDTO(gPRIST/100gPLANTA) *100%

Media del
Error

Temporada N Media Desv.Est. esténdar
AGOSTO 3 10.193 0.768 0.44
ENERO 3 13.58 1.03 0.60
Diferencia = mu (AGOSTO) - mu (ENERO)
Estimado de la diferencia: -3.384
IC de 95% para la diferencia: (=5.750, -1.017)
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -4.55 Valor P = 0.020 GL = 3

E. Andlisis de varianza pureza prueba de tiempo de extraccion, agitacion y
temperatura para tallo

The analysis was done using coded units.
Estimated Regression Coefficients for PUREZA (mg/g)

Term Coef SE Coef T P
Constant 3.99454 0.08486 47.072 0.000
Tiempo (h) 0.16163 0.05197 3.110 0.003
Agitacién (rpm) 0.04455 0.05197 0.857 0.394
Temperatura (°C) -0.02481 0.05197 -0.477 0.635
Tiempo (h)*Tiempo (h) -0.44342 0.07649 -5.797 0.000
Agitacién (rpm)*Agitacién (rpm) -0.87817 0.07649 -11.481 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) -0.41219 0.07649 -5.389 0.000
S = 0.328660 PRESS = 8.85386

R-Sg = 73.04% R-Sqg(pred) = 67.50% R-Sg(adj) = 70.66%

Analysis of Variance for PUREZA (mg/g)

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 6 19.8950 19.8950 3.3158 30.70 0.000
Linear 3 1.1490 1.1490 0.3830 3.55 0.19

Tiempo (h) 1 1.0450 1.0450 1.0450 9.67 0.003
Agitacién (rpm) 1 0.0794 0.0794 0.0794 0.73 0.394
Temperatura (°C) 1 0.0246 0.0246 0.0246 0.23 0.635
Square 3 18.7461 18.7461 6.2487 57.85 0.000
Tiempo (h)*Tiempo (h) 1 2.3031 3.6300 3.6300 33.61 0.000
Agitacién (rpm) *Agitacidén (rpm) 1 13.3063 14.2371 14.2371 131.80 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) 1 3.1367 3.1367 3.1367 29.04 0.000
Residual Error 68 7.3452 7.3452 0.1080
Lack-of-Fit 6 2.7652 2.7652 0.4609 6.24 0.000
Pure Error 62 4.5800 4.5800 0.0739
Total 74 27.2402
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F. Supuestos del analisis de varianza para pureza en prueba de tiempo de extraccion,

agitacion y temperatura de tallo

Residual Plots for PUREZA (mg/g)
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G. Analisis de varianza rendimiento prueba de tiempo de extraccion, agitacion y

temperatura para tallo

The analysis was done using coded units.

Estimated Regression Coefficients for RENDIMIENTO (mg/10g)

Term Coef SE Coef T P
Constant 4.2840 0.09086 47.152 0.000
Tiempo (h) 0.3436 0.05564 6.176 0.000
Agitacién (rpm) 0.1136 0.05564 2.041 0.045
Temperatura (°C) 0.2113 0.05564 3.798 0.000
Tiempo (h)*Tiempo (h) -0.3482 0.08190 -4.252 0.000
Agitacién (rpm) *Agitacidén (rpm) -1.0417 0.08190 =-12.719 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) -0.3681 0.08190 -4.494 0.000

S = 0.351886 PRESS = 10.1542
R-Sg = 77.94% R-Sqg(pred) = 73.39% R-Sg(adj) = 75.99%

Analysis of Variance for RENDIMIENTO (mg/10g)
Source DF Seq SS Ad]j SS Adj MS F P

Regression 6 29.7412 29.7412 4.9569 40.03 0.000
Linear 3 7.0252 7.0252 2.3417 18.91 0.000
Tiempo (h) 1 4.7230 4.7230 4.7230 38.14 0.000
Agitacién (rpm) 1 0.5160 0.5160 0.5160 4.17 0.045
Temperatura (°C) 1 1.7862 1.7862 1.7862 14.43 0.000
Square 3 22.7159 22.7159 7.5720 61.15 0.000
Tiempo (h)*Tiempo (h) 1 1.1436 2.2385 2.2385 18.08 0.000
Agitacién (rpm) *Agitacidén (rpm) 1 19.0715 20.0328 20.0328 161.78 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) 1 2.5008 2.5008 2.5008 20.20 0.000
Residual Error 68 8.4200 8.4200 0.1238
Lack-of-Fit 6 3.3318 3.3318 0.5553 6.77 0.000
Pure Error 62 5.0882 5.0882 0.0821
Total 74 38.1612
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H. Supuestos del analisis de rendimiento en prueba de tiempo de extraccion, agitacion
y temperatura de tallo

Graficas de residuos para RENDIMIENTO (mg/10g)

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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I. Anélisis de varianza pureza prueba de tiempo de extraccion, agitacion y

temperatura para raiz

The analysis was done using coded units.
Estimated Regression Coefficients for PUREZA (mgPRIST/gEXTRACTO)

Term Coef SE Coef T P
Constant 55.7219 0.9404 59.251 0.000
Tiempo (h) -1.8141 0.6921 -2.621 0.011
Agitacidén (rpm) -0.6132 0.6921 -0.886 0.379
Temperatura (°C) 0.6110 0.6921 0.883 0.381
Tiempo (h)*Tiempo (h) 9.5217 1.0158 9.374 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) -4.9582 1.0158 -4.881 0.000
Tiempo (h)*Agitacidén (rpm) -1.9579 0.9788 -2.000 0.050
Tiempo (h)*Temperatura (°C) -3.4414 0.9788 -3.516 0.001
Agitacién (rpm) *Temperatura (°C) 4.8614 0.9788 4.966 0.000
S = 4.37750 PRESS = 1568.84
R-Sg = 71.83% R-Sqg(pred) = 65.06% R-Sqg(adj) = 68.42%
Analysis of Variance for PUREZA (mgPRIST/gEXTRACTO)
Source DF Seq SS Ad]j SS Adj MS F P
Regression 8 3224.95 3224.95 403.12 21.04 0.000
Linear 3 16l.61 161.61 53.87 2.81 0.046
Tiempo (h) 1 131.64 131.64 131.64 6.87 0.011
Agitacidén (rpm) 1 15.04 15.04 15.04 0.78 0.379
Temperatura (°C) 1 14.93 14.93 14.93 0.78 0.381
Square 2 2277.15 2277.15 1138.58 59.42 0.000
Tiempo (h)*Tiempo (h) 1 1820.60 1683.73 1683.73 87.87 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) 1 456.55 456.55 456.55 23.83 0.000
Interaction 3 786.19 786.19 262.06 13.68 0.000
Tiempo (h)*Agitacidén (rpm) 1 76.67 76.67 76.67 4.00 0.050
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Tiempo (h)*Temperatura (°C) 1 236.87 236.87 236.87 12.36 0.001

Agitacién (rpm) *Temperatura (°C) 1 472.66 472.66 472.66 24.67 0.000
Residual Error 66 1264.73 1264.73 19.16
Lack-of-Fit 4 202.45 202.45 50.61 2.95 0.027
Pure Error 62 1062.28 1062.28 17.13
Total 74 4489.68

J. Supuestos del analisis de varianza para pureza en prueba de tiempo de extraccion,

agitacion y temperatura de raiz

Residual Plots for PUREZA(mgPRIST/gEXTRACTO)
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K. Andlisis de varianza rendimiento prueba de tiempo de extraccion, agitacion y

temperatura para raiz

The analysis was done using coded units.
Estimated Regression Coefficients for RENDTO (mgPRIST/10gPLANTA)

Term Coef SE Coef T P
Constant 74.3291 1.597 46.530 0.000
Tiempo (h) 5.8026 1.176 4.935 0.000
Agitacidén (rpm) 0.6540 1.176 0.556 0.580
Temperatura (°C) 8.0130 1.176 6.816 0.000
Tiempo (h)*Tiempo (h) 7.4353 1.725 4.309 0.000
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) -10.4641 1.725 -6.065 0.000
Agitacién (rpm)*Temperatura (°C) 12.6088 1.663 7.583 0.000
S = 7.43573 PRESS = 4409.65

R-Sq = 73.44% R-Sq(pred) = 68.85% R-Sq(adj) = 71.10%

Analysis of Variance for RENDTO (mgPRIST/10gPLANTA)

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 6 10395.3 10395.3 1732.54 31.34 0.000
Linear 3 3932.2 3932.2 1310.74 23.71 0.000
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M. ANALISIS DE VARIACION EN PRUEBA DE TIEMPO, TEMPERATURA Y

Para este analisis con los datos obtenidos para la pureza o rendimiento de pristimerina en la

prueba 4, se célculo la desviacién estandar por punto de disefio y se obtuvo su logaritmo
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AGITACION

natural, con estos datos se llevé a cabo el analisis de variacion.
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» TALLO

Modelo de variacion para pureza de pristimerina:

SPp. = —0.416703 + 0.455954t + 0.00248743A + 0.0223479T — 0.236496t> — 3.52933x10 %42 —
3.21692x10°4T2 — 3.74760x10 5 AT

Para el rendimiento no se obtuvo modelo de variacion dado a que ninguno de los factores
afecta, Por tanto las condiciones Optimas de variacion con respecto a la pureza son las
indicadas por el optimizador. El valor de la pureza en este punto es 2.4027 mg/g extracto y
de rendimiento es de 2.5448 (g pristimerina/100g planta)*100%.

: Tiempo Agitacio Temperat

i a0y 33
ur . . .

1.0000 | ow 0.50 0.0 20.0

] s

Composite
Desirability
1.0000

s-Pur
Minimum
y = 0.0534

d = 1.0000 /—\

Considerando las condiciones para maximar pureza y rendimiento generadas en el analisis

de medias (1h 5min 45.6 s, agitacion a 103.0 rpm y temperatura a 29.7 °C), Pp =

4.0101 mg/g extracto y Rdtp, = 4.3329 (mg/10g planta), la variacion (S) con estos puntos
seria Sppr= 0.2825.

Como objetivos se tiene la maximizacion de la pureza y el rendimiento y la
minimizacion de la variacion, en este caso de la pureza que es la que se ve afectada. Se

simulan dos poblaciones normales con 1000 a partir del 6ptimo de variacion y el 6ptimo
para medias.
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Each symbol represents up to 10 observations.

Conclusion: En la distribucion en rojo que representa las condiciones de variacion se
observa menor dispersion de los datos sin embargo la media de las variables de
respuesta es bastante baja, mientras que en la distribucién que representa las

condiciones 6ptimas de la media, la media es mas alta aunque haya mayor dispersion.

Por tanto las condiciones dptimas sacrificando un poco la variaciéon son: 1h 5min 45.6

s, agitacién a 103.0 rpm vy temperatura a 29.7 °C.

> RAIz
Modelo de variacion para pureza de pristimerina:
SPp,. = 0.860454 + 0.602658t + 0.0134803T — 0.0114105Tt
Modelo de variacion para rendimiento de pristimerina:
SRdtp, = 4.54597 + 1.00390t — 0.08000314 — 0.0356250T + 0.00229982TA
De donde:

SPpr = Desviacion estandar para pureza de pristimerina

SRdtp; = Desviacidn estandar para rendimiento de pristimerina
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t = Tiempo (h)
A = Agitacion (rpm)
T = Temperatura (°C)

Condiciones Optimas para reducir la variacion en raiz
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En estas condiciones Optimas para minimizar variacion, los valores de las variables
de respuesta son: Pp, 60.6454 mg/g extracto y Rdtp, = 62.8365 (mg/10g planta).

Optimizacion conjunta medias y variacion para la pureza y rendimiento en corteza de
tallo

Recordando las condiciones Optimas en conjunto para la media de pureza y
rendimiento de corteza de tallo: 30 minutos 200 rpm y 49.7 °C, Pp, = 72.3762 mg/g
extracto y Rdtp, = 86.7755 (mg/10g planta), la variacidn (S) con estos puntos seria Sppr=
1.5505 Sggt = 8.8563.

Como objetivos deben de tenerse la maximizacién de la pureza y el rendimiento y
la minimizacién de sus correspondientes variaciones. Por tanto, se simulan las siguientes

distribuciones normales con 1000 datos:
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a) Medias de rendimiento 86.7 y de pureza 72.4 con respectivas desviaciones estandar
8.85y1.55

b) Medias de rendimiento 60.6 y de pureza 62.8 con respectivas desviaciones
estandar 1.13y 1.34

Dotplot of rdto, pureza, rdto2, pureza2
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Each symbol represents up to 16 observations.

Conclusion: Las mejores condiciones de extraccion de los factores son aquellas para
la distribucion a, porque el rendimiento generado aunque posea gran variacion es el
mayor y del mismo modo favorece la pureza con respecto al inciso b. Por tanto las
condiciones de extraccion adecuadas para ambas variables de respuesta teniendo un

poco de variacion en el rendimiento son: 30 minutos 200 rpm vy 49.7 °C.
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