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I.INTRODUCCTION

ET colesterol es un constituyente normal de los organismos ani-
males, tanto lo pueden ingerir con los alimentos como sintetizarlo en
el organismo. Se sabe que todos los tejidos del organismo humano son ca
paces de sintetizar colesterol a partir de acetatos (1), pero son pocos
los organos y tejidos capaces de degradarlo y eliminarlo. Entre los ér-
ganos con mayor capacidad biosintética estan el higado y el intestino, y
con una menor capacidad el sistema nervioso central y el tejido placen-
tario (1). Entre Tos érganos que contribuyen al catabolismo y elimina--
cion del colesterol estan, el higado que es responsable de la transfor-
macién de un 80-90% de colesterol en dcidos biliares; las génadas y las
glandulas suprarrerales gue lo utilizan para la sintesis de hormonas es
teroides; la piel que lo utiliza para sintetizar vitamina D3 Yy que tam-
bién To excreta como uno de los constituyentes del sebo; el intestino
que lo excreta hacia la luz intestinal donde parte es transformado a

coprostanol y coprostanona por accidon bacteriana (2).

Trastornos en el metabolismo del colesterol ocasionan un esta-

do patoldgico en el organismc.

E1 colesterol del plasma en el humano se encuentra dentro de
ciertos niveles normales (3), cuando la concentracion plasmatica del co
lesterol es mayor a 1o normal, se dice que hay un estado de hipercoles-
terolémia. La importancia de la hipercolesterolémia como factor causal
de la aterosclerosis, es aceptada como de excepcional significancia pa-

ra la mayor parte de los investigadores en este campo. Robert 1. Levi (4),




sefala que entre Tos numerosos factores de riesqo para el desarrollo de
la aterosclerosis, uno de los mas importantes es la asociacidn entre la
concentracion de 1ipidos en sangre y el desarrollo de enfermedad coro-
naria y que el riesgo de la enfermedad coronaria, estd directamente re-

lacionada con la concentracion plasmatico del colesterol.

Los medicamentos usados actualmente para disminuir Ta concentra
cion sanguinea de colesterol 1o hacen en forma modesta y tienen efectos
adversos de consideracion (4). E1 contar con nuevos agentes de mayor e-
ficacia hipocolesterolemiante y con menores efectos adversos es, conse-

cuentemente, muy necesaria. Cste es el propdsito del presente trabajo.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

E1 interés del estudio de la planta conocida en México con el
nombre vulgar de "cuachalalate" se debe a que los habitantes de varias
regiones de la Repiblica Mexicana, usan el cocimiento de la corteza de
esta planta para la disolucion de calculos biliares, y ademds lo usan
de una manera similar a como en Yucatdn usan la corteza del Yumel, a
la cual se le han comprobado propiedades hipocolesterolemiantes (5),

e incluso se ha aislado el principio activo (6). Por otro lado, como
se vera en los antecedentes, hay muy poca informacién acerca de sus -

constituyentes quimicos y los estudios gue se han hecho son poco signi-

ficativos.

2.1.- Antecedentes

En el 1ibro de Maximino Martinez (7), esta planta estd clasifi-
cada como planta de la que se conoce su clasificacion botdnica, pero que
no se han comprobado cientificamente sus propiedades terapéuticas. Este
libro da dos referencias bibliograficas: una que se refiere a su clasi-
ficacion botanica, hecha en 1923 (8) y otra que se refiere a un estudio
quimico realizado en el afio de 1943, en un trabajo de tesis profesional
(9) de la Universidad Autdnoma de Guadalajara, en el que se hace un and

lisis de la corteza del cuachalalate, con determinaciones cualitativas.



En el afo de 1954, en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del 1.P.N. se realizb otro trabajo de tesis profesional (10) en la cual
hace un estudio quimico de la corteza del cuachalalate, que consiste en
hacer la determinaciﬁn de humedad, cenizas totales y fibra cruda; asi
como también hace un estudio sistematico en el cual efectia una serie de
extracciones sucesivas con las siguiente serie de disolventes en el orden
en que aparecen: éter de petrdleo, éter sulfdrico, alcohol absoluto, al-
cohol al 70%, agua fria, agua hirviente, agua acidulada, agua alcalina y
dcido sulfirico. En cada tratamiento obtiene un extracto y un residuo
que se somete a la accidn del disolvente siguiente. A cada extracto le
hace pruebas cualitativas simples y sus resultados los reporta en porcen
taje de extracto. Como estudio especial, en este trabajo, hace Ta valo-
racion de taninos usando el método de Carpeni Modificado por Sisley (11),
que consiste en precipitar a los taninos como tanato de cinc, por un
tratamiento del extracto con acetato de cinc y después de lavar con agua
amoniacal, el precipitado se disuelve en dcido sulfiarico y se valora con
permanganato de potasio 0.1 N usando como indicador rojo indigo, y segin
este método 1 ml. de KmnO4 0.1 il equivale a 4:155 mg de taninos. Usando

este método, reporta que la corteza del cuachalalate tien 7.4% de tani-

nos.

En un diccionario del Estado de Guerrero (12) editado en 1942
también mencionan que el cuachalalate tiene un alto contenido de tani-

nos y su uso como astringente.




Después de la tesis de 1954 no se encontrd informacion sobre el

cuachalalate en revistas nacionales e internacionales.

A fines de 1979 se presentd una tesis (13) en la Facultad de --
Quimica, UNAM., en la cual después de mencionar los resultados obteni--
dos en la tesis de 1954, el resto del contenido se refiere Unicamente a

las propiedades del acido tanico.

Finalmente en 1979, se menciona el uso del cuachalalate para el

tratamiento de calculos biliares (14).

2.2. Generalidades de la planta

2.2.1.- Nombres vulgares (8) (15)

Esta planta tiene varios nombres vulgares, dados principalmente
por los habitantes de los pueblos de las diferentes zonas geogrificas -
de la Republica Mexicana en los que vegeta este arbol, estos nombres son:
cuachalalate, cuachalalote, quetchalalatl, cuachalala, cuauchalala, cuau-
chalalote, cuauchalalatl, metixeran (Michoacan), volador (Puebla), Mace-

ran (Guerrero), yalaquitu (Oaxaca), Muaxalaxlitli (Morelos).

2.2.2.- Nombre cientifica (8) (15)

Juliania adstringens. Schiecht Linnae. En otras referencias (7),

(16), (17) dan el nombre cientifico como Amphipterygium adstringens.




Descripcion de la planta (7) "es un arbol de 6-8 metros, con ho
jas compuestas sésiles, aserradas, con dientecillos redondeados, casi
todas abovadas y cuneadas en la base", el fruto es alargado de 2.5 a 5

cm de largo. La corteza seca es de color rojo ladrillo, de un grosor

de 10 a 25 mm.

N
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Distribucidn geografica (7) (17)

Este arbol vegeta en la Repdblica Mexicana en la zona que corres-
ponde a los [stados de Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Mo-

relos y Puebla.

2.2.4.

Propiedades terapéuticas.

Todas las propiedades terapéuticas que se le atribuyen a esta
planta han sido dados por los habitantes de los pueblos en los que cre-
ce, por lo que son tan diversas y todas ellas carecen de una base cien-
tifica. La corteza del arbol es la Unica parte de la planta que ha usado

para tales fines.

Se le atribuyen propiedades cono astringente, en la que se afir-
ma que dicha propiedad es debida a su alto contenido en acido tanico
(10), (13) (13) y que por la misma razon es eficaz como cicatrizante in

ternc vy externo.




En el libro de Maximino Martinez (7) se menciona que el coci--
miento de la corteza del cuachalalate sirve para endurecer las encias
y para lavar heridas; también sirve para la malaria, el cincer de estd

mago (19), la fiebre tifoidea y la sifilis.

Uno de los usos que se le da mas cominmente al cocimiento de
la corteza del cuachalalate es en el tratamiento de la Ulcera gastri

ca (10).

En el Estado de Guerrero, el cocimiento de la planta se usa pa
ra disolver cdlculos biliares (14). Como se menciond anteriormente, to-

das estas propiedades carecen de bases cientificas.




3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por 1o expuesto anteriormente, podemos observar, que los estu-
dios hechos hasta ahora de las propiedades quimicas y terapéuticas del
cuachalalate dan muy poca informacion. Por la parte quimica, con lo que
respecta a la naturaleza de sus componentes, los estudios hechos son po
co significativos y en la parte bioldgica hay una falta total de bases

cientificas que afirmen o rechacen las propiedades que le atribuyen.

Ahora bien resulta de interés el estudio quimico de esta planta
para el conocimiento de sus componentes quimicos de una manera mas cla-
ra que los estudios hechos anteriormente, que servird por un lado, para
fines quimiotaxondmicos y por otro lado, el aislar, purificar y definir
estructuras de sus componentes, permitird comprobar o rechazar de una
mejor manera las propiedades terapéuticas que se le atribuyen. El estu-
dio se enfoca a la corteza del arbol, ya que es ésta, la parte de la

planta que se ha usado para dichos fines terapéuticos.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos que se persiguen en este estudio son:

1.- Hacer el estudio quimico de la corteza del cuachalalate,
en la cual se tratard de aislar el mayor nimero de substancias posi-

bles, a las cuales se les determinard su estructura quimica.

2.- Las substancias identificadas de la corteza del cuachala-
late se someteran a un estudio farmacoldgico preliminar, en el cual

se estudiard su efecto sobre los niveles de colesterol sanguineo.




5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Al hacer la extraccidn e identificacién de algunas de las
substancias de la corteza del cuachalalate y probar su accidn, con
pruebas farmacoldgicas preliminares sobre los niveles de colesterol
sanguineo, determinaremos cual es el principio activo que le atri-

buye esta propiedad.

- 10 -



6. MATERIAL Y METODOS

6.A. Material

E1 material que se requiere para 1a realizacidon de este trabajo

se enlista en seguida:

6.A.1. Material y equipo para el estudjo quimico

6.A.1.1. Materijal de laboratorio

1.

Columnas de vidrio para cromatografia de 5 diferentes ta-
manos, en longitud y diametro (50x5cm, 70x10cm, 80x12 cm,

100x5 ¢cm y 100 x 3 cm).

. Placas para cromatografia en placa fina de 20x20 cm

. Matraces de bola de boca esmerilada de: 2000, 1000, 500, 250,

100 y 50 ml. de capacidad, de vidrio "Pyrex"

. Probetas de vidrio de 1000, 500, 100 y 10 ml. de capacidad

. Matraces Erlenmeyer de 2000, 1000, 500, 250, 125, 50, 25y

10 m1 de capacidad

. Matraces Kitasato ce 1000, 500 y 250 m1 de capacidad
. Embudos Buchner de diferente capacidad (50, 250, 500 m1)

. Barras magnéticas para agitacion de 5 diferentes tamanos

(de 1 a 5 cm)

. Vasos de precipitace de 1000, 500, 250 y 100 w1 de capacidad
10.

Espatulas de diferentes tamafios

- 11 -




1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

6.A.

12.

Sorortes Universal

Pinzas para bureta de 3 dedos

Frascos ambar de vidrio con tapon de rosca de plastico,
de 30 m1 de capacidad.

Frascos de vidrio con tapon de rosca de pliastico de

3 ml de capacidad

Embudos de extraccion de 2000, 1000, 500, 250 y 60 m
de capacidad

Embudos de filtracion de tallo corto y largo

Trampas para vacio

Refrigerantes.

1.2. laterial de consumo

. 5 Kg. de corteza de cuachalalate (Juliania adstringens)

. 8 Kg. de gel de silice de 30-70 mallas para cromatografia

en columna.

. 4 Kg. de gel de silice de 70-230 mallas para cromatografia

placa fina.

. Disolventes organicos: Hexano, Benceno, Acetato de Etilo,

Metanol, Cloroformo, Acetona, Piridina.

. Acidos inorganicos: Sulfdrico, Clorhidrico, Nitrico,

Fosforico

. Acido y Anhidrido acético
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7. Tubos capilares para punto de fusion
8. Paquete de algoddn

9. Cloruro de sodio, Hidroxido de sodio
10. Sulfato cérico

11. Hielo y Hielo seco

6.A.1.3. Equipo para el estudio quimico

1. Un evaporador rotatorio

Un calentador de vapor

Bomba de vacio y Bomba de aire
. Agitadores magnéticos

Lampara de luz ultravioleta

(o2 W& » TR ~ N P R \V

Espectrdmetros de infrarrojo, de ultravioleta, de masas
y de resonancia magnética nuclear.
7. Aparato para determinar puntos de fusion

8. Polarimetro

9. Molino de martillos

6.A.2. Material y ecuipo para el estudio farmacologico

6.A.2.1. Material de laboratorio

1. Bureta de 25 ml

2. Matraz erlenmeyer de 100 y 200 ml de capacidad

3. Pipetas graduadas de 10 ml




~d

6.A
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6.A

—

14.

. Pipetas volumétricas de 2 y 4 ml

. Micropipetas de 0.02 ml

. Tubos capilares de 1.5-2.0 x 100 mm

. Tubos de centrifuga con tapon esmerilado de 15 ml

. Tubos de ensaye de 15 x 75 mm

.2.2. Material de consumo

. Solucion estandar de colesterol puro
. Alcohol etilico absoluto

. Hidroxido de potasio

. Hexano

. Anhidrido acético

. Tricloroetano

.2.3. Material Biolégico

ratas macho Wistar adultas

2.4. Equipo

. Fluorometro de Farrand Mod. RF-1268-2C
. Soplete para cerrar capilares

. Banio de agua a 40°C y a 80°C

. Centrifuga

. Agitador Vortex




15.

6.8. Métodos

6.B.1. Métodos para el estudio quimico

a). Separacidon.- La metodologia seguida para la realizacion del
estudio quimico de la corteza del cuachalalate es, como primer paso la
extraccion (22) (23) con varios disolventes de diferente polaridad de -
la planta pulverizada, para posteriormente cada uno de los extractos ob

tenidos separarlos por Cromatografia en columna (23), usando como sopor

te gel de silice y como eluyentes una serie de disolventes de menor a
mayor polaridad y mezclas de ellos. Se reidnen las fracciones de la cro-
matografia que presenten las mismas manchas en las cromatoplacas. Poste-
riormente las fracciones de mayor cantidad de materia se pasan por una
segunda columna de cromatografia y si esto no es suficiente para sepa-
rar algin producto, las fracciones de mayor cantidad de materia y que

presenten el menor nimero de productos se pasa por Cromatografia en pla-

ca fina (23), usando el mejor sistema de eluyentes para favorecer la se-
paracion. Una vez corridas las placas de cromatografia, se cortan las -
bandas que presentan mayor cantidad de producto y se extraen con un di-
solvente adecuado, que debe tener un bajo punto de ebullicidon para eva-
porarlo facilmente y de esta manera tener separados a los productos de

la planta.
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b). Purificacion.- En la purificacidon de los productos aisiacos
se usa nuevamente como princr pasc, 1: Cromatogriiiz en capa fina (23) y

cesrués - Recristalizacion (22) (23).

c). Identificacion.- Para la identificacidn de los productos ais
lados y purificados se usaron los siguientes métodos de identificacidn.
También se determinaron algunos de los parametros fisicos de gran utili-
dad en la identificacidon de sustancias como el punto de fusidn, rotacion

especifica y su solubilidad.

Para la determinacion de 1a estructura se usaron los métodos es-

pectrométricos siguientes:

i).~ Espectrometria de masas (26) (27) que junto con un Andlisis

elemental organico cualitativo y cuantitativo (22) (23) sir-

ve para determinar la Formula molecular.

ii).- Espectrometria ultravioleta (21) (22) (23) (19) para deter-
minar la longitud de onda maxima (A max), que junto con la
mesa molecular se puede calcular el coeficiente de extincidn
molar (e). Este espectro es Util para demostrar la presencia
de ciertos grupos cromdforos, y con esto conocer parte de la

estructura del compuesto.

ii).- Espectrometria infraroja (29), (28), (26), (27). Para deter-

minar la presencia de grupos funciorales en las moléculas
en cuestidn, mediante la identificacidon de bandas caracte-
risticas a diferentes longitudes de onda. Este espectro nos

es de gran ayuda para saber con que grupos funcionales po-
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mos trabajar para formar derivados o hacer algunas reac-
ciones caracteristicas que puedan esclarecer mas la es-

tructura del compuesto.

iv).- Espectrometria de resonancia magnética nuclear (30) (25)

(26), (27), se determinaron los espectros de RMN de hidro-
geno y €-13, los cuales dan mayor informacidon de la estruc-

tura de los compuestos aislados.

6.B.2. Método para el estudio farmacoldgico.

La metodologia usada en el estudio farmacoldgico para deter
minar la accion hipocolesterolemiante de las substancias extraidas de la

corteza del cuachalalate es la siguiente:

a).- Determinacidon de la dosis. Para determinar la dosis a usarse
de las substancias extraidas a identificadas de la corteza
del cuachalalate, se hara una relacion equimolecular con un
farmaco cuya accidn hipocolesterolemiante sea conocida, pa-

ra este estudio se us6 el estradiol a una dosis de 10 mg/kg.

b).- Determinacidn del efecto hipocolesterolemiante.
b.1).- Animal de experimentacidn. Los animales de experimen

tacion que se usaron para evaluar este efecto fue la

rata Wistar macho (32)
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b.2.).- Procedimiento de la prueba. Para la determinacion del
efecto farmacoldgico se usaron 4 lotes de ratas Wistar
macho en grupos de 5 animales cada uno, el lote ndmero
1 se usa como testigo blanco, al cual Gnicamente se le
administra el disolvente empleado; los lotes nimeros 2,
3, son los lotes de prueba, (a los que se les administra
las substancias aisladas de la corteza del arbol) y el
Tote nimero 4 es el testigo positivo, (tratado con el

farmaco cuya accidn hipocolesterolemiante se conoce).

E1 tratamiento consistid en la administracidon por via subcuta-
nea de una sola dosis y a las 24 hrs se tomaron muestras de sangre y

se cuantificd el colesterol total.

b.3.). Toma de muestra (32). Para la toma de muestras el animal
se envuelve en una franela y se le introduce la cola en
un vaso de precipitado con agua a 40°C. por un periodo de
3 minutos aproximadamente, para provocar vasodilatacion.
La cola se seca y se coloca sobre una superficie plana
y con una navaja de rasurar se corta una pequefia porcién
de su parte terminal. La sangre se recoge en tubos capi-
lares, los cuales se llenan por capilaridad hasta un 80%

de su capacidad, la parte del capilar que no contenga san
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gre se sella con un soplete. Estos capilares se centri-
fugan por 10 min. a 2000 rpm., introduciéndolos en tubos
de ensayo los cuales tienen torundas de algoddén en el
fondo. De esta manera se obtiene el suero en ei cual se

hace la determinacion de colesterol.

b.4.). Determinacidon de colesterol total sérico. Para hacer la
ideterminacion de colesterol se seguird el micrométodo
fluorométrico de Carpenter y colaboradores (33), que con
siste en primer lugar en hacer la hidrolisis del coles-
terol, esterificado con solucion alcohdlica de hidroxi-
do de potasio; posteriormente se extrae con hexano; se
toma una alicuota de la fase hexanoica, la cual contie-
ne el colesterol libre, y posteriormente se evapora en
un bafio maria a 80°C. E1 residuo se redisuelve en una
mezcla de anhidrido acéticotricloroetano (1:5 v/v). A
esta mezcla se le adiciona acido sulfirico (0.08 ml. para
0.02 ml. de suero), para el desarrollo de la fluorescen-
cia. Se hace la lectura de l1a fluorescencia con un fluo
rometro de lampara de mercurio calibrada a 0 y 100 con
una solucidn blanco y un estdndar de 200 mg de coleste-
rol por cada 100 ml de disolucidn. De esta manera los

resultados se expresan en mg/ 100 ml de suero.




7. DESARROLLO

7.1. Consideraciones previas

La corteza del cuachalalate usada en este estudio fue molida
preivamente en un molino de martillos. De esta corteza molida se pre-
pararon 2 extractos, uno de hexano y otro de acetona. La eleccidn de
estos disolventes se determind en una serie de extracciones previas
con una pequefia cantidad de corteza y con varios disolventes, siendo

en el hexano y en la acetona en los que se obtienen los extractos de

mayor cantidad.

Como en la bibliografia no se encontrd informacidon acerca de
los componentes quimicos de la corteza de este arbol, el estudio se
enfoca a la separacidn y caracterizacion de los componentes que se

presentan en mayor proporcion.

Para las pruebas farmacologicas en los que se prueba la posibi-
Ble accion hipocolesterolémica de las substancias aisladas se usaron

ratas macho Wistar con un peso corporal entre 125 y 165 g.

- 20 -
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7.2. Desarrollo del trabajo

E1 desarrollo de este trabajo consta de dos partes:

La primera que corresponde al estudio quimico de la corteza del
cuachalalate y la segunda correspondiente a las pruebas farmacologicas
de los compuestos aislados y caracterizados. En el esquema 1 se resume

el desarrollo de estas dos partes.

Primeramente se describira el desarrollo experimental del estu-
dio quimico desde la obtencion de los extractos, hasta la separacidn y

formacion de derivados de los compuestos aislados.

E1 desarrollo experimental del estudio farmacologico se siguio

como se marca en el punto 6.B.2. (Método para el estudio farmacoldgico),

por 1o que ya no se repite en esta seccion.
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7.2.A.- Desarrollo del estudio quimico

Se pesaron 500 g de la corteza del arbol de cuachalalate, molida
en un molino de martillos. Primero se calentaron a reflujo con cuatro
porciones de 800 ml c/u de hexano, reuniéndose estas cuatro porciones
por decantacidn. Después el residuo se calentd a reflujo con cuatro por-
ciones de 500 ml c/u de acetona, reuniéndose nuevamente estas cuatro por
ciones. E1 tiempo de reflujo para cada porcion fue de 30 minutos. De es-
ta manera se obtuvieron, después de eliminar el disolvente, 10 g del ex-

tracto de hexano y 25 g del extracto de acetona.

a).- Separacion del extracto de hexano. Los 10 g de extracto obtenidos
con hexano se cromatografiaron en columnas con 300 g de gel de
silice (de 0.2 a 0.5 mm)* empezando a eluir con hexano, aumen-
tando poco a poco la polaridad del eluyente con cantidades ca-
da vez mayores de benceno hasta benceno puro y después mezclas
de benceno-acetato de etilo hasta acetato de etilo puro. Las
fracciones se recogieron de 500 ml cada una. Las fracciones 60
a 66, correspondientes a la polaridad del eluyente benceno:
acetato de etilo 90:10 (v/v), presentan dos manchas grandes en
la cromatoplaca revelada con sulfato cérico**, se reunieron es-
tas fracciones y después de.e1iminar el disolvente y secarlo al

vacio se obtuvieron 4 g de residuo verde brillante. Estos 4 g

* En todas las cromatografias en columna se usd la misma gel de silice
60 de 0.2 a 0.5 mm de la Compania Merck.

** En el revelado de las cromatoplacas se uso la misma solucion de sulfa-

to cérico, y también se observaron las manchas con una lampara de luz
Ultravioleta.
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de residuo se cromatogerafian en 120 g de gel de silice inicidn-
dose la elucidon con cloroformo aumentando la polaridad con ace-
tato de etilo hasta acetato de etilo puro. Se recogieron frac--
ciones de 500 ml, al llegar a las fracciones de cloroformo: ace~
tato de etilo 95:5 (V/V), en la cromatoplaca se observa una
mancha muy intensa y otras pequefias. De esta manera se obtienen

2 g de residuos. Se procedid a la purificacidon de 1 g de esta en
5 placas de cromatografia preparativas de gel de silice, corri-
dos en mezcla de benceno-acetato de etilo 80:20 (V/V), en los

que se observaron 4 manchas. Al cortar la mancha principal y dese
char la cabeza y cola se obtienen 660 mg de producto que en cro-
matoplaca muestra impurezas. Los 660 mg se disolvieron y se apli-
caron en 4 placas de cromatografia preparativas y nuevamente, al
descartar cabeza y cola de la mancha se obtienen 390 mg de un pro
ducto cristalino blanco que ain contiene impurezas, que se eli-
minaron con una Gltima cromatografia en capa fina, obteniéndose
finalmente 185 mg de un producto cristalino blanco con p. f 170-
171°C.; {a}D - 71.52°(en cloroformo). Se determinaron los espec-

tros de u.v., I.R., masas y RMN de H, asi como también su andlisis

elemental. Compuesto I.

b).- Separacion del extracto de acetona. Los 25 g de extracto obtenidas
con acetona se cromatografiaron en 750 g de gel de silice, em-

pezando a eluir con hexano y aumentando la polaridad poco a poco
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primero con benceno hasta benceno puro, continuando con acetato
de etilo hasta acetato de etilo puro. Se recogieron fracciones
de 500 ml cada una. Al llegar a las fracciones de benceno-ace-
tato de etilo 90:10 (v/v), después de evaporar el disolvente
queda un residuo amarillo, que al agregarle acetona y dejarlo

en reposo se forman unos cristales blancos, que recristalizan

de acetato de etilo, de esta manera se obtuvieron 744 mg de este
producto con p.f. 138-141°C, {a}D ~ 46.4 (En Metanol). Se le de-
terminaron los espectros de u.v., IR, Masas y RMN de H y C-13,

asi como también su analisis elemental organico. Compuesto II.

c).~ Formacidon de derivados.

c.1.) Formacidn del éster metilico del Compuesto I. Se ponen
45 mg de producto que se va a metilar suspendidos en
10 m1 de éter etilico. E1 matraz que contiene 1a mezcla
se introduce en un bafio de hielo y se adiciona poco a
poco la solucidn etérea de diazometano preparada siguien
do Ta técnica del Organic Syntheses (34), que consiste
en lo siguiente: en un matraz erlenmeyer se colocan 4 ml
de solucidon acuosa de KOH al 50% y 20 ml1 de eter etilico,
la mezcla se enfria a 5°C y se adicionan poco a poco 2 g

de N-nitroso-N-metil urea agitando el matraz con movi-

mientos circulares. Una vez terminada la adicion, se
pasa la mezcla a otro matraz que contiene lentejas de

KOH. Esta Gltima operacion se repite dos veces.

o
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La reaccion del compuesto I con la solucidon de diozometano se de
jo durante toda la noche. Se separd el producto de la reaccion
por cromatografia en placa fina. Se obtienen 28.3 mg del éster

metilico. Producto I a.

c.2.). Formacion del éster metilico del Compuesto II. Se siguid
el mismo procedimiento que para el compuesto I. so6lo que esta
vez se usaron 100 mg del compuesto II. Se obtuvieron 77.2 mg

del ester metilico. Compuesto II a.

c.3.). Acetilacion del compuesto Ila. Los 77.2 mg del compuesto
Il a se acetilaron adicionandole 1 ml de piridina y 1 ml de an-
hidrido acético. Se dejo reaccionar por 22 hs. La mezcla de la
reaccion se vertid en agua fria y se extrajo con acetato de eti
1o, acidificando éste con una solucidn de HC1 al 5% y después
lavando con agua. Se secod el disolvente con sulfato de sodio
anhidro, se filtro y evapord, de esta manera se obtuvieron 58.2
mg del producto acetilado, que se purifico en cromatografia en

placa fina y dido 45.5 mg de producto puro. Compuesto 11 b.

c.4.). Oxidacion del compuesto II. Con Cr03.2 CeHeN. La forma-
cion del complejo anhidrido cromico-piridina se hizo siyuiendo
la técnica descrita por POO5 y colaboradores (35). Se midieron
1.20 ml de piridina anhidra, se enfrido en hielo y se agreqd
poco a poco 0.121 g de CrO3 manteniendo 1a temperatura abajo

de 10°C. Al terminar la adicion se forma un s6lido amarillo

que corresponde al complejo Cr03.2C5H5N . Este producto se suspen
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di6 en 3 ml de piridina anhidra y se adiciond a una solucidn de
122 mg del Compuesto II en 1.2 ml piridina anhidra en un bafo de
hielo. La reaccion se 11evd a cabo por un periodo de 24 hrs a
temperatura ambiente y con agitacion. Al término de este tiempo
se agregd a la mezcla de reaccion 3 ml de etanol, se agitd por
10 min. y se vertid en agua destilada. Se extrajo con acetato
de etilo, se lavd éste con acido clorhidrico diluido y después
con agua. El acetato de etilo se secd con sulfato de sodio anhi-
dro, se filtrdo y se evapord. E1 residuo se cromatografid en pla-
ca fina de gel de silice y se obtuvieron 44.2 mg de un producto
cristalino con pf 170-171°C. E1 espectro de IR de este compues-

to es idéntico al espectro de I.R. del Compuesto I.



8. RESULTADOS

8.A. Resultados del estudio quimico

Los resultados de la parte quimica de este estudio estdn expre-
sados por las constantes fisicas y los datos espectrométricos de los

compuestos aislados, que a continuacion se describen.

Compuesto I. Este compuesto fue aislado por cromatografia en
columna y en placa fina del extracto de hexano y se obtuvieron 185 mg
de un producto cristalino blanco con p.f. 170-171°C, {a}D -71.5°. E1
espectro de Infra Rojo tiene fuertes bandas de absorcién a 3500-2500,
1690, 1710, 1635 y 1380 cm"], que sugieren la presencia de un acido «,
g-insatu-ado, un carbonilo de una cetona ciclica de seis miembros, do-
bles enlaces conjugados y metilos germinales. En el espectro de Masas
se encuentran senales de m/e y sus porcentajes a 456.3 (1.3%) 455.4
(4.9%), 454.4 (14.3%), 453.4 (1.3%), 439.4 (98.8%), 421.3 (64%), 95
(100%) y 55.1 (46.9%. Se calculd el ion molecular M - 454.4 (14.3.),
que ajusta para la formula C30H4603’ y los iones isotdpicos M+l =
455.4 y M+2 = 456.3, tienen como pico base 95. En el espectro de RMN
de Hidrdgeno se observaron cuatro sehales a 0.82, 1.02, 1.07 y 1.1
ppm que corresponden a la region de desplazamiento de metilo tercia-
rios, un metito vinilico a 1.95 ppm y dos protones vinilicos a 5.35 y

6.11 ppn. E1 espectro ultravioleta muestra un maximo a 212 nm. (e=7200).

Compuesto II. Este compuesto se aisld por cromatografia en co-

lumna del extracto de acetona y se purificd por recristalizacidn en

- 28 -
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acetato de etilo y se obtuvieron 744 mg de este compuesto con p.f.:
138-141°C {a}D— 46.4°. E1 espectro de Infrarrojo muestra fuertes ban-
das de absorcidn a 3500-2500, 1690, 3440, 1635 y 1380 cm'], que sugie
re la presencia de un acido a, B - insaturado, un alcohol, dobles en-
laces conjugados y metilos germinales. En el espectro de masas se en-
cuentran sefiales de m/e y sus porcentajes a 459.8 (0.1%), 458.7 (0.5%)
457.7 (3.4%), 456.7 (9.9%), 441.7 (39.9%), 424.7 (31.3%), 423.7 (100%),
y 95.2 (38.7%) identifico el ion molecular Mt = 456.7, que ajusta para
la formula C30H48O3, los iones isotopico M+l = 457.7 y M+2 = 458.7, y
como pico base 423.7. En el espectro de RMN de hidrogeno presenta se-
nales a 0.70, 0.77, 0.84 y 0.94 ppm que indican la presencia de meti-
los, una sefial de metilo vinilico a 1.78 ppm, una sefial desplazada a
3.4 ppm y dos senales de protones vinilicos a 5.2 y 5.85 ppm. En el
espectro de RMN de C-13, se observan senales de frecuencias altas a
168.92, 145.66, 141.52, 127.28, 117.66 y 73.95 ppm y el resto de las
senales a menos de 52 ppm. Este espectro indica la presencia de un car
bono corboxilico, dos dobles enlaces trisubstituidos y un carbono de
un alcohol secundario (36). En el espectro ultra violeta se presenta
una » max = 208 nm (e=9500), caracteristica de un acido carboxilico

a, B - insaturado.

Con el uso de la informacidon anterior de los datos espectrométri-
cos de U.V., I.R., RMN de Hidrégeno y C-13, la formula molecular
(C30H4803) y sus constantes fisicas, el compuesto Il fue identificado
en la literatura (37)(38)(39)(42) como el acido 3u-Hidroximasticadiendnico
(IT, fig.1), que por oxidacion con el complejo Cr03.205H5N produce el com-

puesto I, identificado como el dcidomasticadiendnico (1,Fig.1)(39)(40)(41)(42).




. COoR

O

I. R= H: Acido masticadiendnico
Ia. R= Me; Masticadienonato de Metilo

RO

IT R]: R2 = H: Acido 3 « - hidroximasticadiendnico.

ITa Ry= H; Ry= Mg: 3 « - hidroximasticadienonato de metilo
Ilb R]= Ac; R2= Me: J o - acetoximasticadienonato de metilo

Figura 1.
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8.B. Resultados de las pruebas farmacoldgicas

Una vez que las substancias aisladas de la corteza del arbol de

cuachalalate fueron identificadas, el compuesto I comoc el acido mas-
ticadiendnico (I, fig. 1) y el compuesto II como el dcido 3a -

hidroximasticadienonico (II, fig. 1), se procedidé a probar su accidn
como hipocolesterolemiantes en rata macho Wistar normales, emplean-
do el método fluorométrico de Carpenter y colaboradores (33) para
cuantificar el colesterol total sérico, después de 24 horas de haber
administrado las substancias en una sola dosis por via subcutanea.
Tomandose el estradiol como testigo positivo. Los resultados de es-

te experimento se presentan en la tabla I.




TABLA 1. Resultados del efecto hipocolesterolémico de los dcidos masticadiendnico y 3 a-Hidroximasticadiendnico, aislados

de la corteza del arbol de cuachalalate, probados en ratas Wistar

por via subcutdnea

PESQ CORPORAL

COGNCENTRACION
DE COLESTEROL

2C

DIFERENCIA W

VALOR DEd

LOTE TRATAMIENTO ESTRUCTURA DOSIS/DIA EN g + e.e.mP SERICO mg/ 100m]1 tiph
+ e.e.m.
] Aceite de maiz - 1.0m1/100g 143 + 4,91 63 + 7.1
L COpH
2 Acido 3 a-hidroxi=- 17 mg/kg 143 + 4,55 51 + 2.6 -19 0.799 0.076
masticadiendnico ...
HO
H
3 Estradiol 10 mg/kg 144 + 3.9 43 + 3.1 -31 0.724 0.02
HO
T CozH
4 Acido masticadie- 17 mg/kg 146 + 4,43 41 + 4.9 -34 0.650 0.02
noénico
0
a: n= npumero de animales probados
b: e.e.m.= Error estdndar de la media
c: W2= Probabilidad de que los resultados se deban al tratamiento
d: p = Probabilidad basada en la prueba '"t'" de Student, e indica la probabilidad que la diferencia entre dos

poblaciones no sea significativa, tomandose como referencia al

lote 1.




9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.A. Discusidn de resultados del estudio quimico

E1 acido masticadienénico o acido (13 «, 148, 17a, 20S, 24Z)-
3-oxolanosta-7, 24 dien-26-0ico, en el espectro de Infrarrojo (fig. 2)
muestra la banda de absorcidon ancha de 3500-2500 cm'] correspondien-
te al alargamiento 0-H del acido carboxilico, la banda a 1710 cm']
corresponde a la cetona de la posicion 3, la banda a 1690 cm'] car-
bono carboxilico a, g8 - insaturado, la banda a 1635 cm'] indica el
doble enlace conjugado, el pico a 1380 sefiala la presencia de los
metilos germinales del carbono 4 de la molécula (29) (26) (27). Por
el espectro de Masas sefala el ion molecular M= 454.4 que se ajus-
ta a la formula molecular C30H4603’ en este mismo espectro se ob-
serva una sefial m/e a 313 (6%) que es caracteristico del i6n en el

que se ha perdido la cadena lateral (fig. 3) (43).

m/e = 313

Figura 3

- 33 -
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afirmando la estructura tetraciclica con los cinco metilos, el grupo
cetonico y el doble enlace. E1 resto de las sefiales en este espectro
a 439.4 (98.8%), 421.3 (64.1%), 139 (6%), 95.1 (100%) y 55.1 (48.9%)
corresponden a los descritos en la literatura (42) para el 3cido mas
ticadiendnico, con la diferencia que sefialan el pico base para

439.4 y no 95.1 como aparece en este espectro.

En el espectro de RMN de hidrdgeno (fig. 4) se asignaron las se-
fales a los diferentes grupos que aparecen,asi las sefiales a 0.82,
1.07 y 1.11 ppm. se asignaron a los grupos metilos terciarios unidos
a los carbonos 13, 10 y 14 respectivamente. La sefial a 1.02 ppm se asig-
né a los metilos germinales. La sefial que aparece a 1.95 ppm, se asig
no al metilo vinilico unido al carbono 25, a los dos protones vinili-
cos unidos a los carbonos 7 y 24 asignaron las sefiales que aparecen
a 5.35y 6.11 ppm. respectivamente. Al metilo unido al carbono 20
se le asignd la sefial que presenta dos picos pequefios (un doblete) a
0.92 ppm. Todas las sfiales que aparecen en este espectro coinciden con

las descritas en la literatura (39) (44).

Por esterificacion, el dcido masticadiendonico con diazometano
(CH2N2) se obtuvo el masticadienonato de metilo (la., fig. 1) que en
su espectro de I.R. (fig. 5) muestra dos bandas del estiramiento c-o,

] 1

una ancha de 125C-1190 cm™ ' y otra a 1145 cm™ ' caracteristicas de los

esteres. Tambien se observa la desaparicion de la banda ancha del es-

tiramiento 0-H de los acidos y el traslapamiento de la senal del c=o
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del éster conjugado con la de la cetona ciclica, dando un pico intenso
a 1710 cm'] (22) (23) (25). La masa molecular obtenida por el espectro
de masas fue de 468 que ajusta para la formula molecular C3]H4803. En
el espectro de RMN de hidrdgeno (fig. 6) se observa el metilo del és-

ter a 3.74 ppm y se siguen observando el resto de las sefales. (26)

(27) (25). ‘

El acido 3 - « ~Hidroximasticadiendnico, o acido (13a, 14 8
17 «, 205 24Z)-3 o-hidroxi-lanosta-7, 24-dien-26 oico, en el espectro
de IR. (fig. 7) muestra la banda del alargamiento O-H del alcohol a
3440 cm-], la del dcido a 3500 a 2500 cm™ ! traslapada con la banda
del alcohol y del alargamiento C-H alifatico, también se puede ob-
servar la banda del alargamiento c=o conjugado a 1690, la del doble
enlace conjugado a 1635 y la de los metilos germinales a 1380. (25)

(26) (27) (29) (42).

En el espectro de Masas se identifica la sefial del i6n molecu-
lar M+ = 456.7 que ajusta para la fdérmula molecular C3OH4803; el res-
to de las sefiales y el pico base, a 423.7 coinciden con los descri-

tos en la lieratura para este compuesto (42).
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En el espectro de RMN de hidrdgeno (fig. 8), se asignaron
las sefiales que aparecen a 0.70, 0.77, y 0.94 ppm a los metilos uni-
dos a los carbonos 13, 20 y 14 respectivamente, la sefial que apare-
ce a 0.84 ppm. se asjgné a los dos metilos unidos al carbono 4 y al
metilo unido al carbono 10; la sefial a 1.78 ppm se asignd al metilo
vinilico unido al carbono 27, la sefial a 3.2 ppm se asignd al hidrd-
geno unido al carbono 3 y las sefales a 5.2 y 5.85 ppm. se asignaron
a los dos protones vinilicos unidos al carbono 7 y 24 respectivamen-
te (12) {25) (26) (27). La sefial del protdn hidroxilico se asigné
al pequeno pico que aparece a 1.5 ppm, que al agregarle agua deute-
rada (DZO) desaparece, también en el espectro con agua deuterada se
observa la sefial a 3.76 ppm debido al HOD (agua monodeuterada), que

indica la existencia de un intercambio de Hidrdgeno condeuterio del

DZO'

En el espectro de RMN de C-13 desacoplado de hidrogenos
(fig. 9.A). Se asign6 al carbono carboxilico la sefial que aparece a
168.92 ppm, la sefial a 145.66 ppm al carbono 25 del doble enlace, la
sefial a 141.52 al carbono 24 del doble enlace, que en el espectro
RMN de C-13 acoplado con hidrégeno (fig. 9.B) da un doblete que in-
dica la presencia del hidrogeno vinilico unido a este carbono, la se-
fial a 127.28 ppn se asignd al carbono 8 del otro doble enlace, la se-
fal a 117.66 ppm. se asignd al carbono 7 que en el espectro acoplado

con hidrdogeno (fig. 9.B) da un doblete indicando la unidn con el hi-
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drogeno vinilico, la sehal que aparece a 73.95 ppm. se asignd al car-
bono 3, que por el valor de su desplazamiento quimico y por dar un do
blete en el espectro de C-13 acoplado con hidrdgeno (fig. 9.B), indi-
ca la presencia del alcohol secundario aliciclico (36), el resto de
las sefiales corresponden a los carbonos metilénicos y metilicos, que
presentan gran dificultad para asignar a cada uno de ellos su sefial

correspondiente.

E1 valor de X max= 208nm en el espectro de u.v. afirma la
presencia del acido o, g - insaturado (25) (26) (27). E1 punto de fu-
sion de 138-141°C, aunque un poco bajo del descrito en 1a literatura
(39) (42) (45) de 145°C para el acido 3 a-hidroximasticadienénico,
sirve para diferenciarlo de su andlogo del acido 3 g-hidroximastica-

diendnico que tiene un p.f. de 200-201°C (39).

La reaccion del acido 3 o - hidroximasticadiendnico con dia-
zometano CH,N, se hizo inicialmente, cuando aln no se conocia la es-
tructura del acido, con el propdsito de hacerlo reaccionar con el al-
cohol que aparecia en el espectro de I.R. (fig. 7) para formar el
éter metilico, pero al analizar el espectro de I.R. (fig. 10) del
producto de la reaccion, se observa nuevamente la banda de 0-H del
alcohol a 3500 cm'] y la aparicion de las bandas de los ésteres, la

ancha de 1250-1190 cm™ ! y la otra a 1150 cm™! (29). Esta reaccion fue

muy importante en la deduccion de la estructura de los compuestos, ya
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que no era muy clara la presencia del acido a, B - insaturado. En es-
te mismo espectro se observa la desaparicion de la banda 0-H del aci-
do. Se observan claramente la banda c=o0 del acido a«, 8 - insaturado

a 1715 cm'1, la banda c=c conjugada a 1640 ™!

y 1a presencia de los
metilos germinales a 1380 cm"1 (26) (27) (29). En el espectro de RMN
de hidrdogeno (fig. 11) se observa el pico del metilo del éster a

3.70 ppm. Se puede observar mas claramente el triplete del hidrdgeno
del c-3 centrado a 3.42 ppm, que indica la configuracion o del hidrd-
xilo (39). Ademdas se puede ver claramente la sefial del protdn unido
al oxigeno del alcohol a 1.65 ppm, que desaparece al agregar 020 (26)
(27) (44). Estos datos confirman que la reaccion del dcido 3 a-hidro-
ximasticadienOnico con diazometano (CH2N2) forma el 3 - a hidroximas-

ticadienonato de metilo (Ila, fig. 1), que en el espectro de masas se-

fiala una masa molecular de 470.9 calculado para C3]H5003.

La acetilacion con anhidrido acético en piridina del 3 « -
hidroximasticadienonato de metilo (Ila, fig. 1) condujo a 1a formacidn
del 3 o - acetoximasticadienonato de metilo (IIb, fig. 1), que en el
espectro de I.R. (fig. 12) se observa una fuerte banda a 1240 cm"] -
correspondiente al estiramiento c-o de los dos ésteres, las bandas del
estiramiento c=o de los dos ésteres se encuentran traslapadas, distin
guiéndose ligeramente 1a banda del éster o, B - insaturado a 1615 cm"]
y 1a'de1 acetoxi a 1625 cm'1 (29). En el espectro de RMN (fig. 13) se
ve el metilo unido al oxigeno del éster «, B- insaturado a 3.69 ppm y

el metilo del acetilo a 2.02 ppm, (26) (27) (44) también se observa el

desplazamiento del hidrogeno unido al carbono 3 hasta 4.62 ppm y la
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desaparicion de la banda del protdn del alcohol. Este compuesto da una

masa molecular de 512.8 en el espectro de masas que se ajusta a la for-

mula molecular C33H5204.

La oxidacidn del acido 3 a-hidroximasticadiendnico (II, fig.1)
con el complejo Cr03.2 CSHSN (32) (43) condujo a la formacidn del acido
masticadienonico (I, fig. 1), cuyos valores de {a}y =-71.5, p.f. = 170-
171°C y los espectros de masas, I.R. y RMN de H fueron idénticos a los

del acido masticadiendnico aislados de la planta.

En el esquema 2. se resumen las reacciones efectuadas con los

compuestos aislados.

E1 acido masticadiendnico y el dcido 3 a-hidroximasticadie-
nonico fueron encontrados por vez primera en la goma mastica, de
Pistacia lentiscus (40) (45) en 1956, posteriormente en la planta

Schinus terebinthefolius en 1962 (41) (46) (39) (42). En 1970 en

la Pisticia terebinthus, de la familia de las anacardaceas (50). En

1974 de Pisticia mexicana (51) y en 1978 de Shinus molle (44).
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ESQUEMA DE REACCIONES
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9.B. Discusion de los resultados del estudio farmacologico

En la tabla 1, en la columna de concentracion de colesterol
sérico, podemos observar una disminucion de la concentracion en los lo
tes 2,3 y 4, respecto al lote 1 que fue tomado como lote control. El
lote 2 que fue tratado con el acido 3 a-hidroximasticadiendnico presen
to una disminucion del 19%, el lote 4 que fue tratado con el acido mas
ticadiendnico presentd una disminucion del 34% semejante a la disminu-

cion que presentd el lote 3 que fue tratado con el estradiol del 31%.

En 1a misma tabla, el valor de w2 que nos expresa la proba-
bilidad de que los resultados se deban al tratamiento, para el lote
2 fue del 80%, para el lote 3 del 72% y para el lote 4 de 65% son de

aceptacion.

Los valores de "p", de la dGltima columna de la tabla, nos
expresa el nivel de significancia de los resultados, y nos indica
que la disminucion debida a la presencia del dcido 3 a-hidroximasti-
cadiendnico (lote 2), es poco significativo, mientras que la disminu
cién de los niveles de colesterol debidos a la presencia del dcido
masticadiendnico es significativo, con un valor de p= 0.02. Este
mismo valor de significancia se obtiene para el lote testigo positivo

(lote 3) al cual se le administrd estradiol.




10. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se deducen del presente trabajo son

las siguientes:

- Se aislaron de la corteza del arbol de cuachalalate (Juliania
adstringens), el acido 3 « - hidroximasticadiendnico y el acido
masticadiendnico, que se identificaron por métodos espectromé-
tricos. En un ensayo farmacoldgico preliminar en rata Wistar, el

acido masticadiendnico presentd un efecto hipocolesterolemiante

estadisticamente significativo.

- Es la primera vez que estos dos acidos son aislados de la corteza

del cuachalalate y al mismo tiempo son las primeras substancias

identificadas en esta planta.

- Los datos que en la literatura se han des¢rito del acido mastica-
diondnico son todos ellos fitoquimicos y la propiedad hipocoles-

terolemiante es observada por primera vez.

- Se comprueba el efecto hipocolesterolemiante de la corteza del

arbol de cuachalalate.

- E1 acido masticadiendnico puede constituir una alternativa como
farmaco en el tratamiento de la aterosclerosis, enfermedad de

suma importancia por el alto indice de muertes del que es res-

ponsable.




11. PROPOSICIONES PARA CONTINUAR ESTE TRABAJO

Este trabajo abre un sin nimero de posibilidades para con-

tinuar, tanto por la parte quimica como por la parte farmacoldgica.

Por la parte quimica, se puede continuar mejorando el méto-
do de extraccion de las substancias aisladas, asi como tambien conti-
nuando la investigacidn para ver, si hay en la corteza, otras substan
cias que puedan tener interés. Otra posibilidad de continuar el estu-
dio quimico es estudiar las otras partes de la planta como el fruto o
las hojas tanto para ver si tiene un mayor contenido de las substancias
aisladas como para buscar otras substancias de interés. Una posibili-
dad mds es la de hacer transformaciones y formacidon de derivados del

acido masticadiendnico y probar su accidon bioldgica.

Por 1a parte bioldgica faltan muchos estudios, ya que lo que
se hizo fue identificar la accidn hipocolesterolemiante del acido mas-
ticadiendnico. Pero falta entre muchas otras cosas determinar su DESO’
DLSO’ estudio de toxicidad, investigar si tiene efecto estrogénicos.
Repetir los estudios en varias especies de animales, hacer estudios

bioquimicos para saber a que nivel actda, si en la sintesis o en el

catabolismo del colesterol.

Para el caso del adcido 3 o -hidroximasticadiendnico es nece-
sario repetir el experimento ya que si se observa el efecto hipocoles-

terolémico pero estadisticamente no es significativo.
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Después de hacer la investigacién bioldgica basica, se
puede empezar la investigacion farmacéutica y biofarmacéutica para
saber en etapas preclinicas con animales superiores y en el hombre,

la mejor forma farcacéutica para que ejerza su accign adecuadamente.

De estos mismos estudios se van a desencadenar muchos otros
trabajos, que son necesarios en el desarrollo de nuevos firmacos y

medicamentos.
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