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I. I NTRODUCC { ON

E1 colesterol es el m8s abundante de los esteroles animales, el cual tiene
la base estructural del ciclopentancperhidrofenantrens, que ¢3 comin a to-
dos los grupos esteroides. Es necesario para la formacién de membranas. ce
lulares, sales biliares y hormonas de tipo esteroidal. Fundamentalmente -
procede de dos fuentes: Una como parté de la dieta y otra de tipo endbge-
na; é&sta Gltima es la principal fuente, donde se sintetiza a partir de la
reserva de Acetil-CoA proveniente del metabolismo de los hidratos de carbo

no, proteinas y grasas; encontrdndose normalmente en el plasma del 60-70%,

en forma esterificada (1) (2) y (3).

Una elevacién suficiente de la concentracién de colesterol y de otros 17pj
dos en el organismo puede producir hipercolesterolemia, 1a cual es un fac-
tor de riesqo para el desarrollo de la ateroesclerosis. Esta enfermedad,-
se caracteriza por lesiones elevadas de color gris perla y comienza en la

tGnica intima de las arterias; é&stas lesiones contienen depdsitos blandos
de | ipidos, colesterol y principalmente ésteres de colesterol 1lamados ate
romas. La importancia‘clfnica de esta enfermedad se debe a su predilec- -
cidn por las arterias coronarias, cerebrales, renales y‘perIféricas, cons -
tituyendo uno de los problemas principales en la medicina contemporénea --
(&) v (5). En estudios realizados por COPLAMAR, se ehcontré que México -

es el quinceavo pais con una mortalidad elevada debido a ésta enfermedad =

6).

Los agentes hipocolesterolemiantes usados actualmente para disminuir la --
concentracion elevada de colesterol "en plasma, son férmacos de orfgen sin-

tético, que ticnen un uso limitado debido a su poca efectividad terapéuti-



ca y reacciones adversas importantes (7) y (8). Por lo que es necesario la

bisqueda de compuestos que presentan dicha actividad cor un minimo de efec-

tos Indeseables.

Recientemente se han llevado a cabo estudios de compuestos aislados de pro-

ductos naturales que mostraron actividad hipocolesterolémica {(9) y (10).

En el presente estudio se intenta encontrar la reiacidn entre la estructura
gquimica y el efecto hipocolesterolemiante de compuestos triterpénicos que -

se encuentran en tas semillas del Schinus molle,



. FUNDAMENTACION DEL TEMA

El colesterol ha sido considerade uno de los factores importantes en el desa-
rrollo de la ateroesclerosis y sus diferentes complicaciones clinicas, como -
angina de pecho, arritmias, infecciones cardiacas y oclusidn arterjal perifé-
rica, donde el gesarrollo de la enferme&ad coronaria estd directamente rela--

cionada con la concentracidn sanguinea del colesterol (7).

Los fé&rmacos ucados para disminulr 18 concentracién de colesterol en sangre -
To hacen en forma ligera y temporal, estos farmacos poseen efectos adversos, -

que deben considerarse; lo que limita su uso clinico (8).

En la actualidad el desarrollo de los agentes hipocolesterolemiantes, ha con--
sistido, en modificar la estructura de los ya existentes, de 10 que se ha ob-

tenido pocos avances con respecto a su efectividad farmacolégica (7) y (8).

En los Gltimos afos, se ha iniciado en nuestro pais la busqueda de agentes --

hipocolesterolemiantes de origen natural,.

Dentro de estos se pue&en citar el estudio del &rbol del Yumel (Gautteria gau
neri), del que se ha aislado y comprobado el efecto hipocolesterolemiante de-
la Asarona (1, 2, h«trimeto§i—5 —~(1-propenil)bencenc) Q) v (11), v el estu--

dio de Ta corteza del cuachalalate (Juliana adstringens), del cual se aisla-~

ron los dcidos 3«-hidroximasticadiénonico y el masticadiendnico, mostrando —-
éste Gltimo un efecto hipocolesterolemiante (10}. Este mismo &cido se encuen
tra en Jas semillas del Schinus molle, junto con otros 4cidos triterpénicos -
{(12), (13} y (14), por lo que la evaluacidén farmacolbgica de estos &cidos re-

sulta de muchos interés.



lta, ANTECEDENTES

Son pocos los estudios que se tienen de las propiedades terapéuticas del ar-
bol de Schinus molle {pirul), del que se conoce su clasificacion botanica y

algunos estudios sobre sus componentes quimicos.

E1 arbol del pirul, es una planta originaria del Perd, cuys aclimatacién en

México data de unos 370 afios, stendo clasificado en 1735 por el naturalista

Lineo entre la especie Schinus de la familia de las Anacardiaceas, del géne-
ro de las Anacardieas, clase dicotiledonea, tipo Angiospermas (15). Arbol -
siempre verde de tronco tortuoso, que mide de 4-8 mts. de altura, con ramas

colgantes y flores paniculadas pequefas, el fruto es globoso de color rojo -
con una sola semilla, encontréndose en racimos colgantes. Florece de Marzo a
Mayo (16) y (17). Su &rea de vegetacion es abundante en el Valle de México-
(15). Segin los lugares de la Repiblica en que crece, se le conoce por: "'&r
bol del Perd'', "Pird', "Pirul'' y 'Copalaxtle', del mexicano "copalachtle'' --
compuesto de dos palabras ''copalli'', resina, lagrima o zumo y 'tachtli", semj
I1a o pepita y Schinus molle del griego Schinus, nombre del Lentisco es de--

cir, planta parecida al lentisco (18).

El 1ibro '"Historia de las plantas de la Nueva Espafia’’ (19) menciona que en =

Paraguay el &rbol del pirul, tiene propiedades terapéuticas.

En México se tienen referencias, que éste &rbol es considerado como una plan
ta medicinal. Donde las hojas del pirul se utilizan contra la estrechez y -~
la uretritis de origen blenorrdgico, en forma de infusidén. Hacen también un
cocimiento con los frutos hasta la consistencia de jarabe, administrandose -

una cucharada 3 o 4 veces al dia para curar la retencién de orina. La emul~



sién de la goma se emplea pora curar enfermedades de los ojos, como cataratos
y manchas de la cérnea; ¢n trastorpos respiratOrios y la resina mesticada, --

ayuda a fortalecer las encias (18), (20) y (21).

Maximino M. (16) y (20), cita en su libro la clasificacién boténica del arbol

del pirul, partes usadas, lugares de vegetacidn y composicidn guimica.

En una tésis realizada en 1926 en la Facultad de Quimice (22). se llcvd a ca-
bo un estudio quimico de las semillas y corteza del &rbol del pirul, determi-
nando un andlisis cualitativo de los productos que pueden obtenerse de los.. -
frutos de la planta como son: glucosa, alcohol, una resina &cre y amarga, - -
‘aceite esencial, poca cantidad de téninos, un &cido mineral y substancias mi-

nerales.

Dominguez K. A., realizd el aislamiento e identificacién del Acido Lignosé --
rico y otros compuestos como el B-sisterol de las hojas del &rbol del pirul -

(23).

En 1976, Pozzo-Balbi (12), realizé un estudio quimico de las semillas del -

Schinus molle, aislando e identificando dos estructuras, una corresponde al

metil éster del &cido masticadienonalico y la otra al metil &ster del écido_

masticadienonico, pertenecientes a los dclidos triterpénicos (24), (25) y

(26).

En 1978, Pozzo-Balbi y co!aboradores (13) reportaron nuevas estructuras co --
rrespondientes a los &cidos triterpénicos encontrados en las semillas del ---
Schinus molle, aparte de Tos ya mencionados anteriormente, éstas fueron iden-
tificadas por sus'propiedadas ffsicgs y métodos espectrométricos de ultravio-

leta, infrarrojo y resonancia magnética proténica y,



Por otra parte, los férmacos empleadés inicialmente en el tratamiento de la
ateroesclerosis fueron las vitaminas y antibidticos, los cuales presentan

un efecto minimo en pacientes hipercolesterolémicos; otros farmacos emplea-
dos son hormongs de tipo estrogénico yAprogestacional 8y, 27y y (28), - -
como acetato de nortindrona y oxaladrona, que disminuyen los niveles de trj
glicéridos de baja densidad; su uso se vid limitado por efectos indeseables

entre los que se encuentra el efecto feminizante (29).

Posteriormente, se emplearon otros compuestos que disminuyen los niveles de
1ipidos por inhibicidn de la absorcidn de los &cidos biliares y/o coleste--
rol, como es, la terapla con medicamentos antihiperlipidemicos del tipo de

resinas de intercambio iénico, como la colestiramina, acolestipol y poli- -
doxina. Estas resinas, reducen los niveles de colesterol en plasma por - -~
adhesidn a los 8cidos biliares en el intestino delgado, resultando la inte-
rrupcidn de la circulacidn enterohepatica normal de los 8cidos biliares y =
aumentado su excreciéﬁ,facal, por esto la conversién de colesterol a &cidos

biliares es aumentado y los niveles de colesterol disminuyen.

Uno de los medicamentos que se emplean con mayor frecuencia es el clorfibra
to que se considera agente hipotrigliceridémico, ya que su primer efecto es
causar la inhibicidn completa de la sintesis de triglicéridos hepadticos, -
permitiendo la reduccidn de triglicéridos exteriores., También son utiliza-
dos andlogos y derivados del clorfibrato, existiendo ademés, agentes estruc
turalmente diferentes a éste, los cuales tienen un mecanismo de accidn simi

lar al clorfibrato, como son el 8cido tibrico, tiadenol y gemcadiol,



Todos estos compuestos cuando son administrados por periodos largos producen

hepatomegalia (8),

Recientemente, se han efectuado estudios de compuestos de orfgen natural que
tienen una actividad hipocolesterolemiante, como son la Asarona, aislada del

arbol del Yumel (Gautteria gauneri) y el acido masticadiendnico aislado de -

las corteza del cuachalalate (Juliana adstringens). Existe también un estu-

dio comparativo de los siguientes triterpenoides: Glicirinato de sodio, gli
cirram, acido Orsolico y acetato de &cido drsolico, que tienen actividad - -

hipolipidemica y antiateroesclerotica en conejos y ratas (30).



111, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a8l uso limitado de férmacos utilizados como agentes hipocolesterole-
miantes y por la importancia que tienen actualmente las enfermedades rela--
cionadas con la ateroesclerosis, se han efectuado estudios sobre compuestos
obtenidos de productos naturales que mostraron un efecto farmacoldgico. EI
presente estudio consiste en probar si los 8cidos triterpénicos aislados --
del Schinus molle tienen un efecto biolégico al ser comparados estructural-.
y farmacologicamente con el &cido masticadiendnico (figura 1), el cual pre-

senta un efecto hipocolesterolemiante (10).

COOH

Flg. 1. Acido masticadiendnico, compues
to perteneciente a los acidos -
triterpénicos, aislado de la --
corteza del cuachalalate (Julia
na adstringens).




IV, OBJET i VO

- Realizar el aislamiento e identificacion de los &cidos triterpénicos de

las semillas de Schinus molle por métodos espectrométricos.

- Evaluar la accion farmacolégica de los acidos aislados como agentes hipo
colesterolemiantes, mediante la cuantificacion de los niveles de coleste

rol sérico en ratas.

V. H1 POTES IS

Se espera que debido a 1a relacion estructural tan estrecha que existe entre
los 4cidos triterpénicos, contenidos en las semiilas de Schinus molle (pirul)
y el écido masticadiendnico, al cual se fe ha encontrado efecto hipocolestero

lemiante, alguno de ellos presenten el mismo efecto farmacolégico,



Vi .a

12.

Vi, MATER{AL Y METODOS

Material y equipo para el estudio quimico.

MATERIIAL
Placas para cromatografia en capa fina de 3X8 cm,

Columnas de vidrio para cronomatografia de 2 tama
fios diferentes, en didmetro por longitud (5X83 cm
y 3xLOcm.)

Vasos de precipitado de 1,000, 250, 100, 50 y 10
ml , de capacidad.

Matraces de bola de tres bocas esmeriladas de - -
5,000 y 1,000 ml. de capacidad, de vidrio.

Matraces de bola de boca esmerilada de 500, 250, -
125 ml. de capacidad, de vidrio.

Matraces erlenmeyer de 1,000, 250, 125, 50 y 25 --
m} . de capacidad,

Matraces kitazato de 1,000, 250 y 25 ml. de capacj
dad.

Embudos de extraccidn de 250, 125 y 60 ml. de capa
cidad.

Espatulas de diferentes tamafios,
Probetas de 500, 100, 50 y 10 ml. de capacidad.

Barras magnétices para agitacidén, de diferentes ta
manos .

Embudos buchner de diferentes tamafios,

10

MARCA

Pyrex

Pyrex

Pyrex y Kimax

Pyrex y Kimax

Pyrex



13.

14,

5.

16.

17.

18,

19.

20,

21.

22,

23.

MATERIAL MARCA

Embudos de filtracidén de tallo corta.

Frascos &dmbar de vidrio con tapén de rosca de plés
tico de 3 ml. de capacidad.

Soportes universal,

Refrigerantes de diferentes tamafios.

Pinzas de tres dedos con nuez.

Trampas para vacio.

Canastillas de calentamiento,.

Anillos de diferentes diémetros.

Vidrios de reloj.

Capilares para punto de fusidn.

Papel filtro.

EQUI PO
Evaporador rotatorio BUCH1 ROTAVAPOR-R, BRIN~
KMAN .
Parrilla de calentamiento. _ THERMOLYNE 7,200.

Bombas para vacio,

1



L

-

12,

13.

h,

1. 2 kg. de gel de silice de 70-230 mallas (tamafo

2.

EQUI PO
Lémpara de Tuz ultravioleta.
Balanza analitica.
Balanza granataria

Aparato para determinar punto de fusion

Molino de compresidn y friccion.

Estufa de secado con aire caliente.

Estufa de secado con vaclo,

Espectrometro de infrarrojo,

Espectrometro de ultravioleta

Espectréometro de resonancia megnética nuclear.

Potencidmetro.,

REACTIVOS

de particula 0.063-0.20 mm), para cromatografia
en columna,

500 g. de gel de silice para cromatografia en -
capa fina Focy.

12

MARCA

SARTORIUS 2462
METTLER PB 300.

BUCHI SMP-20 Y
FISHER=-JOHNS .

PYE UNICAM
PYE UNI1CAM

EM-360

MERCK

MERCK



REACT1IVOS

Disolventes organicos: hepténo, hex&no, benceno,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, metanol,..
etanol, éter estilico, éter de petrdleo.

Carbonato de sodio, hidréxido de potasio, cloru-
ro de sodio, sulfato de calcio anhidro.

»
N~-nitroso~N-metil urea

Acido clurhidrico.

Hielo y hielo seco.

Materiel y equipo para el estudio farmacolégico.

MATERIAL
Tubos de ensayc de 10 X 75 mm.
Pipetas graduadas de 10, 5y 1 ml.

Pipetas'volumétricas de 25, 20, 15, 10, 5, 2y 1 -
ml,

Micropipetas de 200 y 100 ul.
Gradillas,

Matraces volumétricos de 100, 50, 25 y 10 ml. de -
capacidad.

13

MARCA

BEACKER

MERCK

MARCA

Pyrex y Kimax.



EQU I PO MARCA

Espectrometro para visible, PYE UNICAM SP6-
500.

Centrifuga.
Tabla de diseccidn,
Balanza granataria METTLER

Pinzas para marcar ratas.

REACT I VOS
Valerato de estradiol ) Syntex

Solucidn estédndar de colesterol

Acido sulfirico. R Beacke;
Acido acético glacial o . ' Beacker
Acido acético 3 . Beacker
Anhidrido acético v Beacker
Acido para-toluensul fénico _ Merck

MATERIAL 210LOGICO

3 kg. de semilla de pirul (5. molle)

Ratas macho Winstar (cepa CaZV) con peso de
210 a 300 g.

14



Vl.c

1.

Métodos para el estudio quimico.

Recoleccion: Le recoleccion de las semillas del arbol de pirul se efectia
en el mes de Enero, este drbol se encuentra en los alrededores de la E,N. -

E.P. Zaragoza, Campus 2.

Separacidn: E1 método que se utiliza para el estudio quimico de las semi-~
l1las secas y molidas del pirul es la Extraccién, ésta se efectda con dos -
disolventes poco polares, hexano y heptano, metilando el extracto de hexa-
no y separando ambos por cromatografia en columna, utilizando como soporte
gel de silice (30y (32), vy como eluyentes varios disolventes de menor a

mayor potaridad y mezclas de ellos. Se realiza cromatografia en capa fina
de silica gel de las fracciones obtenidas, juntando aquellas que presenten

el mismo Rf.

Puri ficacién: En ta purificacién de los compuestos aislados se usa la - -

cristalizacién,

ldentificacién: Para la identificacién de los productos que se obtengan -

se utilizan los siguientes métodos (33), (34), (35), {(36) vy (37):

a) determinacién de punto de fusién,

b) espectrometria de ultravioleta.

c) espectrometria de infrarrojo.

d) espectrometria de resonancia magnética nuclear Ty,

Vi.d Métodos para el estudio farmacoldgico.

La a

ccién hipocolesterolémica de las substancias extraidas de las semillas de-

irel, se evalia de la siguiente manera:
P

15



1.

Determinaciéon de la dosis.

Se toma como referencia un férmaco de accién hipocolesterolémica conocl-
da. Para determinar la dosis a usar de las substancias extraidas e iden
ficadas del pirul, se hace una relacidén equimolar con dicho farmaco, uti

lizando el valerato de estradiol a una dosis de 13 mg/kg..
Formacion de lotes de animales.

Los animales de experimentacidn que se utilizan son ratas normales Wins--
tar macho (cepa CZZV) con un peso de 210 a 300 g. En el estudio farmaco-
16gico se usan 8 lotes de ratas en grupos de 6 animales cada uno. Un lo
te se utiliza como testigo positivo (tratado con valerato de estradiol),
otro lote como blanco, al cual solo se le administra el vehiculo emplea-~
do; un lote de referencia, al cual no se Je admfnistra ninguna substan-
cia y los demds lotes se tratan con las substancias aisladas de las semj

1las del pirul.

Las substancias se administran en una sola dosis por via subcuténea, A-
las 2L horas se toman muestras de sangre, para la cuantificecién del co-

Testerol total.
Toma de muestras,

A las ratas anestesiadas, se les hace una incisidn en la axila derecha -
utilizando un bisturi, recogiendo las muestras de sangre en tubos de en-
sayo, la cual se centrifuga por 10 min. a 3,000 rpm, obteniendo el suero

para determinar el colesterol,

16



peterminacidon de colesterol total sérico.

El colesterol se determina mediante el método descrito por Pearson y cola-
boladores (38), en donde el 4cido para-toluensulfonico en 4cido acético ~-
reacciona con el colesterol para formar un complejo gque con anidrido acétj
co y écido sulflrico concentrado da una coloracién verde, cuya intensidad.

es proporcional a la cantidad de colesterol presente.

17



Vi, DESARROLLO DEL TRABAJO

Este trabajo se efectud en dos partes:

La primera consistidé en 1a extraccidén y aislamiento de los

a4cidos triterpénicos de las semillas de pirul.

La segunda parte consistié en el estudio farmacolégico de
los compuestos (8cidos triterpénicos) mediante el método -

de Pearson y colaboradores.

En el diagrama A se resume el desarrollo de estas dos -~

partes,

18
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"Vii.a DESARROLLO DEL ESTUDIO QUIMICO

- Extraccidén y Aislamiento de los Compuestos.

Obtencién y separacibén del extracto hepténico

Se efectud 1a recoleccibn de las semillas de pirul, a las cuales se les quit8
la cascara. Se colocaron en charolas de aluminio para secarlas en una estufa
con aire caliente durante 12 horas a una femperatura de 40°C. Las semillas -
se molieron en un molino de compresidn y friccién. Se pesd 1,000 g. de semi-
1la, éstas se refluyeron con 3 porciones de 2 1t. de heptano cada una, duran-
te 2 horas; las porciones se filtraron. El filtrado se concentrd en un rota-
vapor, obteniéndose 145 g. de un liquido aceitoso obscuro. A} extracto obte-
nido se le agregd 400 ml. de acetona dejéndole una noche a 0°C., en el que se
formbé un precipitado café claro, separéndolo por filtracién en celita, El --
filfrado se concentrd en un rotavapor, obteniéndose 127 g. de extracto. De =~
aqu? se pesaron 66 g. que fueron percolados en una columna con 500 g. de gel

de silice (70-230 mallas) se comenzd a eluir con heptano, aumentando poco a -~
poco la polaridad con mezclas de heptano-acetato de etilo hasta que se 1legd:

a acetato de etilo.

Las fracciones recolectadas fueron de 125 ml. cada una. En la fraccidn No. ~
120, que correspondid a una polaridad dd eluyente heptano-acetato de etilo --
98:2 (v/v), se obtuvieron 25 g. de un aceite claro, que en cromatoplacas de -

silica gel F25k presentd dos manchas.

De la fraccidén 131-146 que correspondid @ una polaridad del eluyente heptano-

acetato de etilo 80:20 (v/vf se obtuvieron 307.5 mg. de un producto, que se -
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purificd por cristalizacidn en acetato de etilo y hexano, dando un sdlido -
blanco cristalino de estructura no conocida, con p.f.= 204-206°; cuyos da--
tos espectrométricos son los siguientes: IR (KBr) 3650 # 2400 (ancha), - -
2960, 1720, 1700, 1660, 1375 cm=! (ver apéndice 1); 'H RMP (CODC13)30.83s, --
0.90s, 1.06s, 1.1s, 1.6s5, 1.7s, 2.03 y 5.10 tq. ppm. (ver apéndice 2): U.V.
Imax=235 nm.; en el espectro de masas se identificd el 16n molecular M+ a -
m/z L5h (36.9%), el idn isotdpico M+l a m/z 455 (9.8%), el i6n isotdpico --
M+2 a m/z 456 (2.4%), el pico base a m/z L39.5 (100%) y las sefiales m/z vy

porcentajes a 313 (2.4%), 107.1 (59.4%), 69.2 (B5%), y Li.1 (6L.1%), (ver -

apéndice 3).

De las fracciones 147-156, que correspondieron a la polaridad del eluyente
heptano-acetato de etiloc 70:30 (v/v) se obtuvd un producto que se purificd-
por cristalizacién en metanol y acetato de etilo, dando 207 mg. de un sdli-
do blanco cristalino cue fue identificado como el 8cido 3-epi-isomasticadie
nolico (compuesto |, fig. 2) con p.f.= 161-165] cuyos datos espectrométri-
cos son: IR {(KBr) 3440, 2960, 2930, 1700, 1650, 1380, 1050 em~1; 1H RMP - -
(coci3) § 0.80s, 0.90s, 1.0s, 1.93d, 3.45, 6.05 tq ppm. U.V. jpax=236 nm. -

(CHC|3), CBOHL;SO3 PH = 456,

De 1a fraccién 157-160 que correspondié a la polaridad del eluyente heptancs
acetato de etilo 65:35 (v/v) se obtuvé un producto que se purificé por cris
talizaciédn en acetato de etilo dondo 127 mg. de un sdlido blanco cristalino

identificado como el Scido isomasticadiendlico (compuesto {1, fig. 3) con -

p.f. = 157-160°; cuyos datos espectirométricos son los siguientes; IR (KBr)
s = sjingulete,

d = doblete.

tq = triple cuarteteado.
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3410, 2940, 2860, 1680, 1630, 1450, 1375, 1150 em~'; TH RMP (coan), & 0.78s,

0.80s, 0.86s, 0.96s, 1.16s, 1.9d, 3.43, 5.93tq ppm. U.V, Imax 238 nm, - -

(CHCIB) C3o”48°3 PM = 456,

Obtencidén y separacidn del extracto hexdnico

Se pesd 1300 g, de semillas de pirul, secas y molidas en un molino de compre-
sidn y friccidrn, Estas se mantuvieron a reflujo con hexano durante 1 hora,
haciendolo en 3 poréfones de 1 1t. cada una, reunidéndose estas purciones por
filtracidén y posteriormente se concentraron en un rotavapor, obteniéndose 77-
g. de un extracto 1iquido de color amarillo. Al extracto obtenido se le agre
gd 400 ml. de acetona, dejéndolo una noche a 0°C, formdndose un precipita-
do café claro, el cual se separd por filtracién al vacio. El filtrado se ~-
concentrd en un rotavapor, obteniéndose 7h.73 g, de un liquido aceitoso cla
ro, Este filtrado fue disuelto en €0 ml, de é&ter etilico, se le hicieron -~
extracciones con carbonato de sodio al 5% en agua. La fase acuosa se acidifi
cbé con &cido c]orhidriéo al 5% hasta pH z 7, donde se formé un precipitado -~
blanco cremoso de consistencia chiclosa, ésta fase fue lavada con éter etili-
co, separando la fase acuosa y 12 orgénica, ésta Gltima fase se concentrd en
un rotavapor y se abtuvo 12;72 g. de producto, los cuales fueron disueltos en
50 ml, de éter etilico, colocandolo en un bafio de hielo, agregando a la maz-
cla lentamente la solucion etérea de diazometano para metilar, la solucidén --
etérea de diazometgno, fue preparada de acuerdo a 1la técnica Organic - - =~

Synthesis (39), que consistia en lo siguiente: en un matraz erlenmeyer se co~
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locaron 50 ml. de solucifn acuosa de hidréxido de potasio al 50% y 200 ml. de
éter etilico, la mezcla se enfrié a 5°C, y se adiciond poco a poco 5.02 g. de
N-nitroso-N-metil urea, con agitacidn constante, una vez terminada la adicidén
se pasd 1la mezcla a otro matraz que contiene lentejas de hidréxido de potacio,

éste Gltimo pgso se repitié tres veces.

La mezcla de la reaccidn con la solucidn etérea de diazometano se dejé duran-
te la noche. Los productos metilados fueron separados por ¢romatografia én

columna, utilizando como soporte 600 g. de gel de silice (70-230 mallas), se-
comenzd a eluir con hexano y después con benceno, aumentando poco a poco la -

polaridad hasta que se llegd a acetato de etilo,

De una de las fracciones obtenidas que correspondid 3 benceno, se obtuvde un -
producto que se purificd por cristalizacidén en metanol, dando 440 mg. de un -
sélido blanco cristalino que correspondid el metil ester del &cido isomasti--
cadienolico (compuesto V, fig. 5), con p.f, = 127-130°; cuyos datos espectro-
métricos fueron los siguientes: [R (KBr) 3380, 2940, 2860, 1710, 1635, 1445,
1370, 1250, 1190, 1150 cm=; 'H RMP (cCDCI3) 6 0.76s, 0.85s, 0.97s, 1.03s, --

].9d, 3.4, 3.75, 5.93 tq ppm. U.Vv. 'max=2L}] nm. (CHCI3) C3IH5003 PM = l;?o‘

De las fracciones que se eluyeron con benceno acetato de etilo 95:5 (v/v)} se-
cbtuvieron dos productos, uno que. se purificd por cristalizacidén en metanol,
dando un s6lido blance cristalino que correspondié a 690 mg. de metil ester -
del acido isomasticadienondlico (compuesto IV, fig, L) con p.f. = 132-136°;
cuyos datos espeétrométricos fueron los siguientes: IR (KBr) 2940, 2860, - -

1700, 1680, 1630, 1445, 1360, 1245, 1190, 1100 cm='; TH RMP (CDCI3) £ 0.73s,
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0.90s, 1.03s, 1.1s, 1.87d, 3.70. 5.87 tq, 9.6d ppm. U.V. jpax = 238 nm. = = -

(CHCIB), C31Hl46014 PM = ’482.

Y otro, que se purificé por cristalizacién en metanol, donde se obtuvé 150 -«
mg. de metil ester del &cido 3-epi-isomasticadienolalico (compuesto VI, fig.
6) con p.f. = 137-141°; cuyos datos espectrométricos son: IR (KBr) 3520, - -
2920, 2860, 1700, 1630, 1440, 1370, 1230, 1190, 1140 Cm'l; lH RMP (CDCIB) -
0.76s, 0.83s, 0.87s, 0.93s. 1.87d, 3.h40, 3.73s, 5.86 tq, 9.5d ppm. U.V. Jnax=

240 nm. (CHCI3) . C3qMug0y, PM = 484,
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Vil.b DESARROLLO DEL ESTUDIO FARMACOLOGICO

Se usaron ratas macho adultas, raza Winstar (cepa CZZV) con un peso de 210 a -
300 g, procedentes del bioterio de la E,N,E,P, Zaragoza, El procedimiento fue

el siguiente:

1. Llas ratas fueron pesadas y numeradas progresivamente, Para numerarlas se
utilizaron pinzas sacabocado, con las que se hicieron pequefias muescas en -

diferentes partes del borde de las orejas.

El dibujo 1, muestra una rata vista de frente, donde los nimeros que aparecen:
en los bordes de las orejas corresponden a las muescas que se hicieron para la
identificacidén de cada una de las ratas. Para dar el nimero que se desea, se~-
hace una sumatoria de los nlmeros observados, por ejemplo: el nimero que se -

observa en el dibujo es el siquiente: 77

ptsuJo 1

Orejas que presentan una rata
vista de frente,
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2. Los animales se distr?buyefon en lotes completamente al azar, colocando 6

ratas por cada caja. Realizando dos experimentos (A y B) que se maneja--

ron de la siguiente manera:

EXPERIMENTO A.

Tratamient§
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento
Tratamiento

Tratamiento

EXPERI MENTO 8.
Tratamiento By
Tratamiento By
Tratamiento B3
Trotamiento By
Tratamiento Bg

En donde el

1

Blanco (aceite de maiz).

Referencia (no tratadas).

Testigo (valerato de estradiol).

Compuesto | (ac. 3-epi-isomasticadienolico).
Compuesto 1 (ac.isomasticadienolico),
Compuesto |11 (ac. B-elemonico).

Compuesto 1V (metil ester del &cido isomasticadienonall-
co}.

Compuesto 1V (metil ester del dcido isomasticadienonalico)
Compuesto V (metil ester del &cido isomasticadienolico).

Coinpuesto Vi (metil ester del &cido 3-epi-isomasticadieno-
lalico).

Testigs (valerato de estradiol),

Blanco {(aceite de maiz).

valerato de estradiol se utilizd como testigo positivo, debido a -

que disminuye los niveles de colesterol en plasma. La variable de respuasta a

medir fué la concentracién de colesterol total sérico, dada en mg/100 ml. de -

suero.
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La via de administracién que se utilizd en todos los casos fué la subcu=

tédnea, aplicando las substancias en Ta pata posterjor zquierda.

Obtencidn del suero.

A las 24 horas, despuds de haber administrado las substancias, las ratas

fueron tratadas de la sigulente manera:

Fueron anestesiadas con &ter etilico, después se colocaron en una ta=-
bla de diseccidn sobre su dorso, haciendoles una incisidn en la axila
derecha, donde se encuentra la arteria, colectando de ahi la sangre -
en tubos de ensayo, previamente marcados con el nimero de la rata co-

rrespondiente, sacrificando inmediatamente al animal,

Con palillos de madera, de 25 ¢m. de largo, se desprendid el coagulo

formado en el tubo de ensayo, utilizando uno para cada tubo.
Se centrifugdé por 10 min. a 3000 rpm., obteniéndose el suero.

El suerc obtenido se pasé a otro tubo de ensayo limpio con pipetas -«

pasteur,

El procedimiento para la determinacidn de colesterol total sérico fue el

siguiente:

Preparacidén de la curva estandar de colesterol.
Se hizd una solucibn que contenfa 400 mg. de colesterol en 100 ml. de

écido acético glacial, de donde se tomdé 5, 10, 15 y 20 ml. y se aforé
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a 25 ml, con &cido acético glacial, para obtener las concentraciones

correspondientes a 80, 160, 240, 320 y 400 mg/100 ml,

Se prepard una solucifén de &cido para-toluensul fénico al 12% (p/v) =~

en &cido acético glacial.

Se marcaron los tubos correspondientes a blanco, estandar, y proble=

ma,

Al tubo estandar se le agregé 0.1 ml. de la solucién estandar de co-

Jesterol correspondiente a 160 mg/100 ml.

Al tubo blanco se le agregd 0.1 ml. de agua destilada.

Al tubo problema se le agregé 0.1 ml, de suero,

Se agregd al tubo blanco y problema 0.1 ml. de &cido acético glacial.

Al tubo de la soluci8dn estandar de 160 mg/100 ml., se le agregh 0.1-

ml , de agua destilada,

A todos los tubos se les agregd los siguientes rgactivos:

1. 0.5 ml, de écido.para-toluensu]fénico.

2, 1,5 ml, de anhidrido acético y dejdndolos reposar hasta que se
enfrien, sin agitacién,

3. 0,2 ml, de 4cido sulfarico concentrado y se agitd vigorosamente,

dejandolos reposar por 20 min,

Se leyd a una longitud de onda de 550 nm., ajustando el aparato con

el blanco.
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vill, RESULTADOS

VIitl., a Resultados de las pruebas quimicas.

Los compuestos aislados e identificados del extracto de heptano
de las semillas del pirul fueron: Compuesto | (ac, 3-epi-iso--
masticédienotico) (fig. 2), Compuesto 1l (ac. isomasticadienol]
co) (fig. 3). En el de hexano fueron: Compuesto |V (meti] es~
ter del ac. isomasticadienonalico (fig. 4), Compuesto V (metil-
ester del ac, isomasticadienolico) (fig. 5) y el Compuesto VI -

{metil ester del ac. 3-epi-isomasticadienolalico) (fig. 6) - -

(ver diagrama B),
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DIAGRAMA "B"

ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE LAS SEMILLAS
DEL PIRUL.

COQH

ig. 2 Compuesto | Ac.3-ef -isomosTiced enclico,

H COON

Fig. 3 Compuesto It Ac. isomosticadienctico.

CODTH,

Fig. 4 Compuesto IV Matil ester de' dGcido Isomasticodienonalico.
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CH,

-

COOCH,

Fig., 5 Compuesto V Metil ester del dcido isomasticodienolico.

COOCH

Fig. 8 Compuesto Vi Metl ester del dcide epi-isomasticadienolalico

-3~



Ademds, se aisld un compuesto del extracto hepténico que no esti descrito en
la literatura para las semillas del pirul. Compuesto 111, que se identificd
como ''Acido B-elemonico''(fig. 3), por la comparacién de sus datos espectromé

tricos y sus propiedades descritas en la literatura para este compuesto.

(1), (42), (43), (&b), (45), (46) y (47).

Fig.3 Compuesto IH  Ac# elemohico aisiodo por
primera vezr del Suolle.

Constituyente también de lo resina
de Conarium Schweinfurthii
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Vil Resul tados de las Pruchas Farmacoldgicas.,

La tabla 1 muestra la dosis que sc enpled al evaluar el cfecin hipocolesterole

miante de los compuestos aislados de las semillas del pirul,

TABLA 1. DOSt1S EMPLEADA Y PESO PROMEDIO DE LOS ANIMALES EN [0S
EXPERIMENTOS A Y B

frrata- Dosis Promedio de peso COFPJ
miento Substancia (mg/kg) ral de rata
DA ‘Blanco (accite de mafz). 1.0 218,00  + 29.855
A Testigo (valerato de estradiol). 13.0 217.0 + 16 .45
A Referencia (no tratadas), = =e--= 211.0 + 23.82
A Compuesto | (ac. 3~epi-isomastica~
dienclico). 16,5 228.5 + 16 .61
A Compuesto |1 (ac. isomasticadieno-
lico). 16.5 224.0 + 21.05
A Compuesto |11 (ac. B-elemonico). 16.5 224.,0 + 30.33
A Compuesto 1V (metil ester del ac.=-
isomasticadienonali-
co) . 17.3 2240 + 19.33
B Blanco (ackite de maiz). 1,0 291.0 + L4 8
B Testigo (valerato de estradiol). 13.0  290.6 + &5.80
B Compuesto IV (metil ester del ac,-
isomasticadienonali= .
co). 17.3  286.0 + 46,12
B Compuesto V {metil ester del ac., =~
isomasticadienolico). 17.0  280.0 + L4 92
B Compuesto VI (metil ester del ac.-
3-epi-~isomasticadie-~
42,91

nolalico). 17.4 282.0 +

“ A los animales de loslotes blanco se les administrd aceite de maiz a una do-

sis de 1 mi/kg.
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Las tablas 2 y 3, muestran los resultados de las prueba‘s farmacoldgicas de las
substancias que fueron probadas en los experimentos A y B, donde se evalud el
efecto hipocolesterolemiante en ratas normales Winstar macho, por medioc del -
método colorimétrico de Pearson vy colaboradores (38), para la cuantificacién -
de colesterol total sérico en plasma.

TABLA 2. VALORES DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL SERICO
DEL EXPERIMENTO A EN MG/100 ML.

TRATAMIENTOS

v Ay AZ A3 Ah AS A6 A

7
120.13 78.80 110.05 114,08 87.87 108,03 111.05
125,17 106.01 114,08 130.21 119.12 119.12 102.94
110.97 85.85 108.03 137.26 125.17 98,96 106.01
114,08 88.88 116,09 120.13 139.28 126,17 104,00
96.94 82.83 120.13 116.09 108.03 125,17 110,05
' 119.12 121.13 114,08 96,94 98.96

TABLA 3. VALORES DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL TOTAL SERICO
DEL EXPERIMENTO B EN MG/100 ML.
TRATAMIENTOS
By B2 : B3 By, Bg

' 84.86 97.89 107.91 63.82 81.86

i 89.87 99.89 87.87 67.83 86,87

¢ 78.85 71,84 95.89 61,82 86.87

. 86.37 112,92 9L .88 56.81 91.88

- 86.87 104,90 83.86 61.82 97.89
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X, Dt SCUS!ON

1X. a Discusidn de resultados del estudio quimico.

De acuerdo a las propiedades fisicas y espectrométricas se identificaron los
compuestos t, 11, tv¥, Vy VI (tabla b y 5) descritos en litaratura (12) y -~
¥ rs

(13).

El compuesto Ii}, se identificsé como el Acido B-elemonico al analizar los si
guientes espectros: Espectro de infrarrojo (ap&ndice 1), muestra la banda -
de absorcién de 3650-2400 et ancha que correspondié al protdn del &cido --

'a 1a ce~

carboxilico, a 2960 cm"1 al alargamiento C-H alifatico, a 1720 cm™
tona de la posicién 3 de un anillo de 6 miembros, a 1760 em-? al carbonilo -
del &cido no conjugado, a 1660 em~! es 1a sedal de la doble {igadura C-C de-
la cadena lateral en la posicién 24 v a 1375 em-! 1a presencia de los meti--
los geminales del carbono 4 de la molécula (36) v (37). En el espectro de ~-=-
RMP (apéndice 2), se asignd las sefiales de la siguiente manera: Las sedales-
que aparecen a 0.83, 9.90 v 1.1 ppm. @ los grupos metilos terciarios unidos-
a los carbono 13, 14 y 10 respectivamente. La seital a 1,06 ppm. se asigndé a-
los metilos geminales unidos al carbono b; a 1.6 y 1.7 ppm. a los metilos vi
nilicos unidos al carbono 25; a 5.1 ppm. es del protéﬂ Ginico unido al carbo-

no 24 y 1a sefial que aparecid a 2.03 ppm. es del protén del carbono 20 (base

del carboxilo).

En el espectro de masas (apéndice 3) sefiala el i6n molecular a m/z M + = L5k
que se ajustd a la férmula molecular C30Hb603’ indicando la presencia de 8 =~

insaturaciones; 4 pertenecen a los anillos, 2 a los dobles enlaces, una al -
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carbonilo de la cetona y otra al carboxilo. Correspondientes & la estructura
propuesta, tambi&n se observd una seiial m/e a 313 (2.4%) que es caracteristico
del i6n en el que se ha perdido }a cadena lateral, afirmando 1a estructura te-
traciclica con los cinco metilos (49). El resto de las seifales a 439.5 {100%)
107 (59.4%), 69,2 (85%) y 41.1 (64.1%) corresponden a los descritos en la lite
ratura (LO).
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DATOS ESPECTROMETRICOS DE LOS COMPUESTOS

b, L, v, Vi,
TABLA &4, SERALES DE INFRARROJO
A R
ICOMPUESTO NOMBRE 0 ~H C «H =0 [ CH3 CH3 -CHZ- C ~C R”
cH, ‘CH3
{ Ac, 3-epi~isomasticadieno~ 3440 2960 - 1650 1380 - 1700 -
lico,. 1050 2930
1 Ac, Isomasticadienolico 3410 2940 - 1630 1375 1450 1680 -
1150 2860 )
v Metil ester del ac. isomas - 2940 1700 1630 1360 thhys 1680 1245
ticadienonalico. 1860 1190
1100
v Maetil ester del ac, isomasg 3380 2940 - 1635 1370 1445 1710 1250
ticadienolico. 1150 2860 1190
1100
Vi Metil ester del acido 3- ~ 3520 2920 - 1630 1370 1440 1700 1230
epi-isomasticadienolalico. 1190
1140
R! = CH3 6 COOH,
R°® Bandas caracteristicas de los esteres,
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TABLA 5. SERALES DE RMP 'H,
ICOMPUESTO NOMBRE Me, hax Me,beq He,’lO Me,'|3 Me, 14 R,20 H, 24 Me, 27 H,3 CO0Me
| Ac, 3-epi-isomasticadie 0.80s 1.00s 0,90s 0.80s 0.99s 0.,90d 6.05tq 1.93d 3.45 -
nolico, .
1 Ac, isomasticadienolico 0.96s 0.80s 1.16s 0,78s 0.86s 0.96d 5,93tq 1.,90d 3.43 -
v Metil ester del ac. iso 1.03s 1.035. 1,10s - 0.,73s 0.90s 9,60d 5,87tq 1.87d - 3.7s
masticadienonalico. ’
v Metil ester del ac. iso 0.97s 0.855 1.03s 0.76s 0.86s 0.97d 5.93tq 1.90d - 3.7s
masticadienolico,
Vi Metil ester del &cido - 0.83s 0.93s 0.93s 0.76s 0.87s 9.,50d 5,86tq 1,87d - 3.7s
3-cpi-isomasticadienola
tico.
NOTA: s = singulete ; d = doblete ; tq = triplete cuartetado. 60 MHz




IX,b Discusién de resultados del estudio farmacoldgico.

Por contar con ratas de 1a misma camada se decidié emplear el tratamiento deno-
minado ''completamente al azar', en este caso los tratamientos fueron disefiados

de tal manera que permitieran evaluar el efecto hipocolesterolemico,

Para el anlisis de los resultados del experimento A (tabla 3) se utilizé el si_

guiente modelo estadistico:
Yij = U +6i + ej(i) - = = =« €C (‘)

Donde: Y;J = variable de la respuesta,

1

uj media general para cada tratamiento.

5(;)= efecto de los tratamientos.

= error experimental-

“56)

Donde las hipbtesis a probar son:
H Py ® Uy mooug = ooy o= u5 = U = u7 b4

Hy ¢ al menos una es diferente.

La regla de decisién es si Fca) < Freportada (0.05) entonces las mediss caleula

das de las respuestas de cada compuesto es la misma,

A continuacién se presenta la tabla 5 de andlisis de varianza:
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TABLA 5. ANALISIS DE VARIANZA DEL EXPERIMENTO A,

Donde:

F.V. g.1. s.C. M.C, Feal,
B, 6 3815,78 635.96 5.29
1
c 33 3965.13 120,55
i)
F.V, = wvariable a medir.
g.1. = grados de libertad.
5., = sumatoria de cuadrados,
M.C. = cuadrado medio.
Frep = constante de la prueba de Fisher (48).

En este caso H, se rechaza con un nivel de significancia de 0.05.

Al encontrarse que las medias de las respuestas son diferentes se procedib a =

detectar que tratamientos eran diferentes, por lo que se utilizd la técnica de

Contrastes Ortogonales para probar las siguientes hipbtesis:

Efecto hipocolesterolemiante de}l valerato de estradid con respecto al - -

blancoe (aceite de mafz) y referencia (no tratadas).

Efecto hipocolesterolemiante de los compuestos | (ac. 3-epl~isomasticadie=

notico), 11 (ac. isomasticadienolico) y {1t (ac.p-elemonico) con respecto

ho



al compuesto IV (metil ester del ac. isomasticadienonalico).

HO:UL+= u6

TABLA 6 MODELO ESTADISTICO QUE SE UTILIZ0 PARA EL CONTRASTE DE
Hi POTESIS DEL EXPERIMENTO A.

TRATAMIENTOS

Hip6tesis 1 2 3 © L 5 6 7
A -5 -5 10 0 0 0 0
B 0 ] 0 -1 -1 -1 3
c 0 0 0 -1 1 0 0

A continuacidn se presenta el andlisis por contraste ortogonal de los resul-

tados obtenidos de concentracién de colesterol total Serico de acuerdo al mo

delo anterior.
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TABLA 7. ANALISIS POR CONTRASTE ORTOGONAL DE LA CONCENTRAC ION DE

COLESTEROL TOTAL SERICO DEL EXPERIMENTO A

Contraste ¥ v? 5.C. Snjc? Feal .
1357.8 18438838 | 2095.2 880 17.55%

»207.6 43122.6 598.9 72 5.01

6L .54 4161.5 346.7 12 2.90

Donde: Fcay < Fg g5 no se puede rechazar H,.

* Hay una alta significancia estadfstica,

Faltando por comparar el efecto hipocolestero!émrante del Qélerato de estra - j"

diol con respecto a4 los compuestos aislados del pirul por 1os que se prohedlé

a utilizar la técnica de tuckey para probar las slguientes hipbtesis:

a)

b)

c)

El testigo (valeratQ de estradiol) con respecto al Compuesto | (ac. 3- -~

epi~isomasticadienollico).

Hy 3 ug = U

i

El testigo (vaierato de estradiol) con respecto al compuesto Il (ac. iso-

masticadienolico).

)

H, = u, = us

£l testigo (valerato de estradiol) con respecto al compuesto-1V {metil ==

ester del ac. isomasticadienonalico).
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Ho : u3 = u7
eMe v 7
Si: !Yi - Y-] <: q —— — e | - - = e (2)
J
2 _n'— nJ-

Donde:

Y = media de los tratamientos.

CME = cuadrado medio del error.

n = nimero de datos,

q = constante de Tuckey para dicho tratamiento,
Donde:

HD no se puede rechazar. .

Los resultados que se obtuvieron de esta prueba fueron los siguientes:
a) 34,68 » 17,88 se rechaza Hy

b) 27.12 > 17.88 se rechaza Ho

c) 17.03 ¢ 17.88 se acepta H,

Para =] andfisis de los resultados obtenidos en el experimento B (ver tabla 4)
se empled el mismo disefio experimental y modelo estadistico del experimento an-
terior, ecuacidn (1).
Las hipdtesis que se formularon fueron las siguientes:

Ho Pouy = U, = u3 =y = u5 y

Hay ¢ al menos una es diferente.
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Donde: Feal < FO.OS entonces las medias de las respuestas de cada compuesto

es la misma,

A continuacidn se presenta la table 8 del anilisis de varianza:

TABLA 8. ANALISIS DE VARIANZA DE LA CONCENTRACION DE COLESTEROL
TOTAL SERICO DEL EXPERIMENTO B

Fg V. g-‘. S. C. M. C. Fca].
&; b 3812.7 953.175 11.803
€5 20 1615.13 80.756

En este caso se rechaza H, con un nivel de significancia de 0.05

Al encontrarse que las medias de las respuestas son diferentes se procedid a -
detectar que tratamientcs eran diferentes por los que se utilizd la técnica de

Contraste Ortogonal para probar las siguientes hipftesis:

a) Efecto hipocolesterolemiante del testigo (valerato de estradiol) con res--

pecto a los compuestos IV, V y VI.
H uyp Uy ug

= uu

b) Efecto hipocolesterolemiante del compuesto {1V (metil ester del ac. isomas-

ticadienonalico) con respecto a los compuestos Vy VI,



TABLA 9. = MODELQ ESTADISTICO QUE SE UTILIZO PARA EL CONTRASTE DE
HIPOTESIS DEL EXPERIMENTO B

TRATAMIENTOS

Hipdtesis 1 2 3 4 5
a -1 -1 -1 3 ¢}
b -2 1 1 4] 0

A continuacidn se presenta el andlisis por contraste ortogonal de los resul-
tados obtenidos de concentracidn de colesterol total sérico de acuerdo al mo

delo.

TABLA 10, ANALISIS POR CONTRASTES ORTOGONAL DE LA CONCENTRACION
DE COLESTEROL TOTAL SERICO DEL EXPERIMENTO B

2 2 '

Contraste Y Y S.C. . Znici Fcal‘
a 450.87 203283.7 3388.06 60 Li,95%
b 9.21 9842 .62 328.08 30 4,062

Hay una alta significancia estadistica,

Donde:

F < F

no se puede rechazar H..
cal. P (e}

0.95
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En este caso también se utilizé la técnica de Tuckey para observar el efecto -

hipocolesterolemiante entre:

1. E! compuesto IV (metil ester del ac. isomasticadienonalico) con respecto -

al testigo (valerato de estradiol).

H up =y

(o] 3

2., Compuesto iV (metil ester del ac, Tsomasticadienonalico) con respecto al -

blanco (aceite de maiz).

3. Testigo (valerato de estradiol) con rcspecfo al blanco (acefte de mafz).
Hgy uy = ug
Empleando la ecuacidn (2)

Donde:

H. no se puede rechazar.

[e]

Los resultados que se obtuvieron de esta prueba fueron los siguientes:

1. 23.44 > 14,38 se rechaza Hg
2. 3.21 ¢ 14,38 se acepta H0

3. 26,65 7 14,38 se rechaza H

Después de realizar la evaluacidn farmacoldgica de los compuestos obtenidos vy

de Vlevar a cabo el an8lisis estadfstico de los experimentos A y B se obtuvo.
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lo siguiente, en la tabla 3 v 4 se encuentran los valores obtenidos de la con-
centracidon de colesterol total sérico. El primer andlisis que se reallzd al -
experimento A fue para cobservar si hay una igualdad de los valores de las me--
dias entre los tratamientos, pero la hipbtesis planteada se rechazd, ya que, -
la Fcal. fué mavor que la F reportada én tablas; el siquiente paso fue detec--
tar si hay o no efecto hipocolesterolemiante de los compuestos, en este caso -
se encontrd que el valerato de estradiol tiene este efecto, el Compuesto |V -
(metil ester del ac. isomasticadienonalico) mostrd una ligera disminucién de -
los niveles de colesterol y los compuestos | (ac. 3-epi~isomasticadienolico),

11 (ac. isomasticadienolico) y It! (ac.B-elemonico) presentaron un ligero au--
mento de los niveles de colesterol en plasma. Indicando, el.GItimo anélisis -
estadistico que el compuesto IV tiene un efecto_parecido al del valerato del -~

estradiol, por lo tanto tiene efecto hipocolesterolemiante.

Y el andlisis realizado a los resultados del experimento B fue el siguiente:
El primer an8lisis estadistico que se realizd fue el mismo que el anterior; ~-
pero la hipdtesis planteada se rechazd ya que, la Fca) fué mayor que la F re--
portada en tablas, en el sggundo an&lisis se probd si habia un efecto hipoco--
lesterolemiante entre los metil esteres, donde el compuesto {1V (metil ester --
del Scido isomasticadienonalico), mantiene la ligera éismlnucién de la concen-
tracion de los niveles de colesterol en plasma del 10%, los compuestos V y VI.
tuvieron una respuesta parecida a la del blanco (aceite de mafz). Y en el al-
timo anilisis se observd que el compuesto IV tiene un efecto intermedio entre

el efecto hipocalesterolemiante del valerato de estradiol y el blanco (aceite

de mafz).
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X. L ONCLUSIONES

Los compuestos aislados de las semillas del Schinus molle fueron los si-

guientes:

Compuesto | (ac. 3-epi-isomasticadienolico).
Compuesto 11 (Ac, isomasticadienolico).
Compuesto 11 (Ac. B-elemonico).

Compuesto |V (Metil ester del ac., isomasticadienonalico),
Compuesto V (Metil ester del ac. isomasticadienolico).

Compuesto VI~ {metil ester del ac. 3-epi-isomasticadienclalico).

El Acido P~elemonico se aisld e identificd por primera vez de las semillas

del Schinus molle.

E] ensayo farmacolbgico preliminar de los compuestos obtenidos mostrd que
los &cidos 3-epi-isomasticadienolico, isomasticadienolico, P-elemonico no

presentan el efecto hipocolesterolemiante esperado, en ratas Winstar nor-

males.

De los tres esteres metilados aislados el que presentd una ligera accidn

hipocolesterolemiante fué el metil ester de! cido isomasticadienonalico.

De acuerdo a la relacidn estructura-actividad de los compuestos obtenidos

se observd que la doble ligadura en la posicién 8~9 del anillo B de estos



y los diferentes grupos funcionales que se encuentran en las posiciones -
3, 21 y 27 probablemente alteran la actividad farmacoldgica; con respecto

a la estructura del &cido masticadiendnico.
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