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Resumen

El presente trabajo pretende presentar un
avance sobre la obtencién de un producto
de biosintesis de un cultivo de Paramecium
candatum, su caracterizacion cristalografica y
su caracterizacion fisica.

Este trabajo hace referencia al procedimien-
to de coleccioén de las muestras, el transpor-
te, el cultivo, la identificacion de la diversidad
celular incluyendo a individuos del genero
Paramecinm, su alimentacion con Sacharomy-
ces cerevisiae, €l conteo diario del cultivo, su
exposicion a crioterapia, la obtencion de la
sustancia cristaloide, su caracterizacion cris-

talografica, su caracterizacion fisica, y su ca-
racterizacion quimica. Con cuyo proceso se
pretende dejar establecido el método de ob-
tencion de una sustancia que por sus efectos
pudiera desarrollarse como posible farmaco,
dadas sus propiedades anabolicas en plantas
y animales; el cual servird como material de
investigacion en futuras pruebas biologicas.

La importancia del cultivo de Paramecium
candatum, se present en el antepasado con-
greso de investigacioén e innovacién, donde
se expuso la utilidad de la técnica de cultivo
de Paramecium caudatum usando como ali-
mento Sacharomyces cerevisiae. Mencionando-
se que dicho cultivo podia ser utilizado para
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alimentar los alevines en los acuarios. En
esta ocasion se destaca la importancia del
cultivo de Paramecinm candatum como fuente
de obtencién de un principio activo obteni-
do por biosintesis al someter dicho cultivo a
un proceso de enfriamiento.

Palabras clave: biosintesis, crioterapia, cultivo,
punto de fusion, muestra cristalografica, Paramecinm
candatum, Sacharomyces cerevisiae, solubilidad.

This paper aims to present an advance on
obtaining a biosynthesis product of a crop
of Paramecium candatum, its crystallographic
characterization and its physical characteri-
zation.

This work refers to the procedure of collec-
tion of samples, transport, cultivation, iden-
tification of cell diversity including indivi-
duals of the genus Paramecium, its feeding
with Saccharomyces cerevisiae, the daily
count of the crop, its exposure to cryothe-
rapy, the obtaining of the crystalloid subs-
tance, its crystallographic characterization,
its physical characterization, and its chemi-
cal characterization. With whose process it
is intended to leave established the method
of obtaining a substance that by its effects
could be developed as a possible drug, given
its anabolic properties in plants and animals;
which will serve as research material in futu-
re biological tests.

The importance of the cultivation of Para-
mecinm candatum, was presented in the past

Congress of Research and Innovation,
where it was exposed the usefulness of the
technique of cultivation of Paramecinm can-
datum using as food Saccharomyces cere-
visiae. Mentioning that this crop could be
used to feed fingerlings in aquariums. This
time highlights the importance of the cul-
tivation of Paramecium candatum as a source
of obtaining an active ingredient obtained
by biosynthesis by submitting the crop to a
cooling process.

Key words: Biosynthesis, cryotherapy, crop,
melting point, crystallographic sample, Paramecium
candatum, Saccharomyces cerevisiae, solubility.

El oftalmélogo Dr. Vladimir Petrovich Fila-
tov descubrié en 1922, que el enfriamiento
de los tejidos producia una sustancia que ¢l
denominé bioestimulinas, estimulantes bio-
genos o biogénicos; particularmente usé los
extractos hidrosolubles de A/e vera “sabila”
sometida a la oscuridad y almacenada a 4*
C y los implantes subcutaneos de Placen-
ta previamente sometida a enfriamiento;
habiéndolo aplicado con éxito en muchas
enfermedades, entre ellas: Queratitis her-
pética, Queratitis escrofulosa, Queratitis
parenquimatosa, Queratitis tuberculosa y
rosacea, Opacidad corneal y del humor vi-
treo, Degeneracion pigmentaria de la retina,
Miopfa, Atrofia de los nervios 6pticos de
origen tabética, traumatica, postinfeccio-
sa y por alcohol metilico, Glaucoma, Lu-
pus vulgar, Ulceraciones tuberculosas de la
piel, Retracciones cicatriciales del eséfago,
Retracciones cicatriciales de la uretra, Que-
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loides, Boton de oriente (Leishmaniasis cu-
tanea), Lupus eritematoso, Esclerodermia,
Psoriasis, Eczemas, Afecciones Inflamato-
rias del Sistema Nervioso periférico, Asma
bronquial, Ulceras gastricas y duodenales,
Anquilosis postraumaticas, Consolidacion
lenta de fracturas, Gangrena espontanea,
Neuritis brucelosa, Gomas sifiliticas, Pela-
gra, Epilepsia, Esquizofrenia, Lepra, Tuber-
culosis pulmonar laringea y cutanea, Ulceras
troficas, Endarteritis obliterante (gangrena
espontanea del pie), Artropatias benignas,
Artropatias malignas, Radiculitis, [1] [2] ba-
sado en él, el autor durante 30 afos, ha so-
metido a enfriamiento tejidos comestibles
observando que su ingesta ha estimulado
los mecanismos de regeneracion y defensa
en todas las enfermedades degenerativas en
las que se ha aplicado.

Con este trabajo se pretender obtener e
identificar el principio activo que el autor
trifosforiladas,
establecer el método de su obtencién por

relaciona con moléculas

biosintesis de un cultivo de Paramecium can-
datum. En el entendido que su produccion
masiva permitirfa desarrollar futuras investi-
gaciones; dado que se ha observado efecto
anabolico en plantas y propiedades antitu-
morales en afecciones tumorales de la piel
en peces (carpa dorada).

Obtener y caracterizar los estimulantes bio-
genos del Dr. Vladimir Filatov de un culti-
vo en masa de Paramecinm candatum usando
como alimento Sacharomyces cerevisiae.

¢ Establecer el procedimiento para obtener
por biosintesis una sustancia cristaloide
de un cultivo de Paramecinm candatum.

e Hacer una descripcién cristalografica
del principio activo.

*  Determinar sus caracteristicas fisicoqui-
micas (solubilidad y punto de fusion).

Tipo de Disefio de Investigacion: Investiga-
cién Experimental o Investigacion de Labo-
ratorio (Investigacion basica)

Se evalta el crecimiento dia a dfa hasta obte-
ner un cultivo maduro al cabo de 8 dias (Ima-
gen 1) cuyo recuento diario se coloca en una
tabla (Tabla 1) que se traduce en una curva
de crecimiento poblacional. (Grafica 1)’

1 Patente en tramite con No de expediente 2011003998 y N° de Presentacion 20110011584. Ponencia congreso de Investigacién e Innovacién.

Universidad Evangélica. Julio de 2011
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Fuente: Imagen propia

Tabla 1: Crecimiento poblacional de Paramecium Caudatum

DIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ne 2 5 19 50 60 62 60 60 58

Fuente: Elaboracién propia

Universidad Dr. José Matias Delgado || 12 ---------------------------------------------------------------------------------------------------



Avances sobre la obtencion de un producto de accion anabdlica
de un cultivo de Paramecium Caudatum

Javier Urrutia Garcia

Grafica 1: Curva de crecimiento

Curva de crecimiento poblacional
de Paramecium Caudatum
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Fuente: Elaboracién propia

El cultivo maduro se someti6 a un proce-
so de congelacion lenta con el objetivo de
obtener el principio activo a estudiar, par-
tiendo del supuesto que todo tejido vivo al
ser sometido a un proceso de congelacion
lenta produce una sustancia, que el Dr. Vla-

dimir Petrovich Filatov llamé estimulantes
biégenos y que el autor de esta investigacion
postula corresponde a moléculas trifosfori-
ladas.? Tras cuyo proceso se sometié a ebu-
llicién con el fin de esterilizar el cultivo, se
cold, se filtr6 y se guard6 en refrigeracion
hasta obtener el principio activo en forma
de cristal.

2 Llacrioterapia de los alimentos, es una patente en tramite con el nombre “Proceso de transformacion de la glucosa en los tejidos vegetales y
animales comestibles y su uso para el tratamiento en enfermedades degenerativas. Con N° de expediente 2011004064 N° de presentacién

20110012133.
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C. Caracterizacion de la sustancia producida por el cultivo de Paramecium
caudatum (informacion para 32 patente)

C.1 Caracterizacién cristalografica’

Imagen 2 Imagen 3

Imagen 4

3 Segun Eduardo Camporeales, quimico de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional usando como referencia los anales
cristalograficos de la Unidn Soviética reportd la sustancia como nueva para la Ciencia.
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C2. Caracterizacion quimica

C2.1 Solubilidad: La sustancia es soluble en
agua y etanol

C2.2 Determinacion de punto de fusion de
una sustancia obtenida por biosintesis de un
cultivo de Paramecium candatum.4

Procedimiento

Se determiné wusar los aparatos Meltin
)
point para determinar punto de fusion.

Se seleccion6 un primer Melting Point Mo-
delo SMP11 para capilares.

Se le colocé un termémetro de 400° C.

(Imagen 5)

Fuente: Imagen propia

Se tomé una pequefia muestra en vidrio de reloj. (Imgen 6)

Se tomé un capilar, el cual se cerrd ala llama en un extremo. (Imgen 7)

4 Prueba ejecutada bajo asesoria y supervision del Técnico Jaime Gonzdlez el dia martes 7 de mayo de 2013, en el departamento de Quimica
Orgénica de la Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad Nacional de El Salvador.
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Se tomé6 una pizca de la sustancia con un  introducir al capilar por lo cual se descartd
agitador de vidrio. este modelo de aparato.

Se coloco una pequefia cantidad en el extre-  ge selecciond un segundo modelo de apara-

mo abierto del capilar. La cual dada la con- ¢ Melting Point modelo Fisher Jomhs que

sistencia pegajosa de la sustancia no se pudo 54 cubre objetos circulares. (Imagen 8)

Universidad Dr. José Matias Delgado 16
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Se coloco el termémetro en su lugar respec-
tivo (Imagen 8)

Se colocd una pizca de la sustancia en el
centro del cubreobjeto circular de vidrio.

El cubreobijeto se coloco en el punto de co-
locacion de la muestra segtin sefala la fle-
cha. (Imagen 8)

Se inicia aplicacion de calor a la sustancia
cristaloide color café.

Se sube gradualmente la temperatura con-
forme indicaciones. “Un incremento de una
graduacién cada minuto, a repetirse cuando
el termémetro sube 20 grados centigrados”.
Observandose cualquier posible cambio a
través de una lupa manual. (Imagen 9)

Imagen 10

Se observé que al alcanzar los 220 ° C. la sus-

tancia cambi6 de color café a color negro.

(Imagen 10)

Se contintan los incrementos de temperatura
hasta alcanzar los 380° C. cuando se finaliza
por el limite de resistencia del termémetro,
la sustancia no fundié a 380° C. (Imagen 11)

Centro de Investigaciones en Ciencias y Humanidades
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En consulta con el Dr. Reyes de ICDE re-  metria diferencial de barrido y cuyo resulta-
comendé se le hiciera unas pruebas a las  do se describe a continuacién.
muestras para punto de fusiéon por calori-

Imagen 12

LABORATORIO DE ANALISIS Fisico-Quimico
Col. Miramonte Pte., Av. B, No 335

San Salvador, El Salvador

Tel .(503)2260-4384

laboratorio@icde-idi.com

San Salvador, 18 de Neviembre de 2013

Dr. Javier Urrutia Garcia
Universidad Dr. José Matias Delgado

Apreciable Dr. Urrutia:

Por miedio de la presente le Informamos de los resultados obtetiidas en la caracterizacion de la
muestra de Extracto de Protozoarios, utilizando la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido,
(DSC).

Los resultados muestran que el extracto etiquetado como Muestra UIMD presenta la transicién
vitrea aproximadamente a 40°C; no se observa sefial debida a la eristalinizacién de la muestra, sin
embargo, presenta una temperatura de fusién de 127.65°C (Extrapol. Peak). Posteriormente se
observan picos exotérmicos de descomposicién a 362.68°C y a 396.26°C

Los parametros del andlisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) fueron los siguientes:

Cantidad pesada de muestra: 7.00 mg

Intervalo de calentamiento: 25.0°C - 500.0°C
Rapidez de calentamiento: 10.0°C / min
Modo: Exotérmico

En una caracterizacion visual, la muestra se describe como un sélido color café, sin olor
caracteristico, contenida en un recipiente abierto hecho de vidrio.

Sin otro particular nos despidimos atentamente,

Jefe de Laboratario Aseglramiento ge Ia caldad
Laboratorio de Andlisis Fisico-Quimico Laboratorio de Andlisis Fisico-Quimico
ICDE, 5.A de C.V. ICDE, S.A. de C.V.

Republica de El Salvader
D.N.M.

mmmmutvﬂn
QUIMICO FARMACEUTICO
| Tnse. LV.P.Q.F No, 1744
LAB. DE ANALISES FISKC0 CLIMICE DEL NS,

CIENTIFCD DF DESARROLLO EWPRESARIAL NCOE)
No. Inscrip. 5

Prop. Lic. Rodriga Antonio Reyes Gomez

San Salvador San Salvador

WM
LEAGIdd.

PRUEBAS ESPECIFICAS EN MEDICAMENTOS OE ACUERDG AL ALEANCE GEL REGISTRG No

Universidad Dr. José Matias Delgado 18



Avances sobre la obtencion de un producto de accion anabdlica

de un cultivo de Paramecium Caudatum

Javier Urrutia Garcia

Imagen 13

Author.  Erhard Mettier
04/11/2013
Ditabase:  STARs Defsult DB V9.30: ICDE

Evaluation: Muestra UJMD, 04.11.2013 15:51:17

Aexo

Muestra UMD

04.11.2013 16:51:17
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Lab: ICDE Mot signad STAR* SW5.30
Curve: Muestra, 04.11.2013 14:59:38
Sample: Muestra, 7.0000 mg
Module: ICDE, 24.08.2011 19:39:11
Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
Weight : 0
Materil: Al
Method: Desconocida - UJMD
a1.00s
25.0-500.0°C 10.00°Cimin
Synchronization enabled
User: ICDE
Customer:
Order number:
Experiment name: Muestra, 04.11.2013 14:11.:29
Results: infexgral -2803.47 mJ
nomalized 414,78 Jgh-1
Onsel 103,19 °C
Peak Height 14.09 mW
Paak 1 by i
-172-
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Imagen 14

ICDE' P

Date: 041122013
Databass:  STARe Default DB v8.20: ICDE

Listt bd Limit 58.25 *C

Right bi Limit 158.47 *C
Heating Rate 10.00 *Cmin*-1
Baseline Type line

Result Mode Sample Tamp
Lett Area 72.45 %

Right Area 27 55 %

Integral 1633.37 mJ
normalized 233.34 Jg™1
Onset 32458 "C

Paak Haight 6.59 mW
Peak 351.57 °C
Extrapol, Peak 362.68 *
Endset 388.27 "C
Peak Width 40.52
Left Limit 204,58 *
Right Limit 390,67 *C

Left b Limit 294 86 *C

Right bl Limit 380.67 *C
Heating Rale 10.00 *Cmin*-1
Baseline Type ling

Result Mode Sample Temp
Left Area 50.91 %

Right Area 38,09 %

o]

Integral 82.13 mJ
normalized 11.73 Jg*-1
Onset 39048 °C

Peak Height 2.10 mW
Peak 396.35 *C

Extrapol. Peak 306.26 °C
Endset 400,82 °C

Peak Width 6.32 °C

Left Limit 386,88 °C

Right Limit 402.18 *C

Left bl Limit 369.88 *C
Right bl Limit 402.19 *C
Heating Rate 10.00 *Cmin®-1
Baseline Type line

Result Mode Sample Temp
Left Area 55,38 %

Right Area 4462 %

IICDE'I'LM|
Laboratorio de Andlisis
Analista:

-212-
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C. Caracterizacion de sus efectos
biolégicos en plantas y animales (En
proceso de documentacion)

Estimula el crecimiento de raices y falso ta-

llo en bulbos de Alium cepa |3]

Involuciona tumores en carpa dorada [4]

Estimula el crecimiento de hongos patége-
nos humanos. [5]

Combinado con Tripticasa soya agar (TSA)
crecen Epidermophyton flocosum, trichophyton ru-
brum y Nocardia

Imagen 17

Fuente: Imégenes propias
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En cuya soluciéon por contener energia quimica crecen los hongos ambientales Rhizopus,

Penicilinm y Fusarium

Fuente: Imagen propia

Analisis y discusion de resultados
Cultivo de  Paramecinm  candatum usando
como alimento Sacharomyces cerevisiae. Paten-
te N° de expediente 2011003998. N° de Pre-
sentacion 20110011584. (Se halla en estudio
de fondo en CNR en México)

Crioterapia del Cultivo en masa del proto-
zoario de vida libre Paramecium candatum. El
cultivo se somete a congelacion lenta para
hacer producir el principio activo por enfria-
miento, como comprobacion de la patente
en tramite “Proceso de transformacion de
la glucosa en los tejidos vegetales y anima-
les comestibles y su uso para el tratamien-
to en enfermedades degenerativas”. N° de
expediente 2011004064 N° de presentacion
20110012133. La cual ha finalizado la fase

nacional, hallindose en estudio de fondo en
CNR de México.

Se ha caracterizado la sustancia producida
por el cultivo de Paramecium candatum al sex
sometido a congelacion lenta (El presente
trabajo pretende recopilar informacion para
documentar la obtencién del principio acti-
vo de la segunda patente y que servira como
patente complementaria)

LLa caracterizacion cristalografica segun re-
porta el Lic. Eduardo Camporeales (1974) la
sustancia es nueva para la ciencia. [6]

En cuanto a la caracterizacién quimica se
han comprobado los analisis efectuados
por el Lic. Camporeales en el mismo afio,
en cuanto a su solubilidad en agua y etanol.
En esa misma ocasién reporté su punto

Universidad Dr. José Matias Delgado
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de fusiéon, como indeterminado, porque a
375 ° Cla sustancia no funde, sino que antes
bien se descompuso. La presente compro-
baciéon mostré que a 220° C cambia a co-
lor negro, y al alcanzar los 380° C cuando
se finaliza la determinacion del punto de
fusion, por haberse llegado al limite de re-
sistencia del termdmetro, la sustancia no
funde, expresandose que la sustancia obte-
nida por biosintesis de Paramecium candatum
es termoestable con punto de fusion alto e
indeterminado. Se halla pendiente espectro-
fotometria infrarroja y espectrofotometria
de masas.

Por las caracteristicas fisicas de la sustan-
cia cristaloide obtenida por biosintesis de
Paramecium caudatum se determiné que por
el momento el aparato recomendado para
determinar el punto de fusion es el aparato
Melting point modelo Fisher Jomhs que usa
cubreobjetos circulares.

1. Es posible obtener una sustancias cris-
taloide por biosintesis de un cultivo en
masa de protozoarios de vida libre de la
especie Paramecinm candatum al someter-
lo a cero grados centigrados.

2. Dicha sustancia cristalograficamente tie-
ne forma de helecho o liquen costroso.

3. La sustancia es soluble en agua y etanol.

4. La sustancia cristaloide cambia de color

a 220° C segtn calorimetro capilar y de
cubreobjeto.

5. A 380° C la sustancia no funde segin
calorimetro capilar y de cubreobjeto.

6. La sustancia tiene un punto de fusion
indeterminado segun calorimetyro capi-
lar y de cubreobieto.

7. lLa sustancia obtenida de Paramecium
candatum y Sacharomyces cereviciae usando
calorimetria diferencial tiene punto de
fusion de 127.65° C y dos puntos exo-
térmicos DE 362.68° C y 396.26° C lo
que indica que es una mezcla, siendo
la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Nacional de El Salvador
que reporta el cristal como nuevo para
la ciencia segin estudio comparativo en
los anales cristalograficos de la antigua
Unioén Soviética efectuado por el Licen-
ciado Eduardo Camporeales.

8. Aplicando ese método a seres vivos co-
mestibles plantas y animales se estable-
ce la base terapéutica para el tratamien-
to de enfermedades degenerativas. (La
Tisuloterapia o Tisulocrioterapia)

9. A instancias de la Licenciada Ana Lilian
Ramirez de Bello Suazo que recomendé
que se escribieran todo lo observado a
la fecha, impulsé a registrar los resulta-
dos traducidos a una teoria elaborada a
partir de esas experiencias como es “La
Teoria sobre el origen de la salud celu-
lar” la cual se inscribié como propiedad
intelectual en el Centro Nacional de Re-
gistro y que dice asi:

Postulado n° 1

Todo organismo vivo unicelular o pluri-
celular, vegetal o animal, comestible o no
comestible, al exponerse a un enfriamien-
to entre cero y cuatro grados centigrados,
presenta como respuesta bioquimica, la

23
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produccién de calor como mecanismo de
respuesta al frio.

1 C6H12 O6 + O2 - a CO2 + H20 + 32
ATP + CALOR

Postulado n° 2

Paralelo al proceso de produccion de calor,
dicho organismo produce un pool de molé-
culas trifosforiladas (que pueden ser ATP-
CTP-GTP-TTP-UTP) que corresponden a
las bases adenina, citosina, guanina, timina
y uracilo.

*1 C6 H1206 + 02 = ¢ CO2 + H20 + 32
(ATP+TTP+CTP+GTP+UTP) + CALOR.

Postulado n° 3

Las moléculas trifosforiladas se depositan a
nivel intracelular y se conservan en ¢l orga-
nismo aun después de su muerte.

*La respuesta fisica al frio es la muerte celu-
lar por formacién de grandes cristales intra-
celulares y extracelulares.

Postulado n° 4

El pool de moléculas trifosforiladas (ATP,
TTP, CTP, GTP Y UTP) corresponde a los
estimulantes biégenos del Doctor Vladimir
Petrovich Filatov (Por la glicolisis anaerdbica
que se da en los tejidos anoxicos).

Postulado n° 5
Si los organismos sometidos a congelacion
son utilizados como alimento, por contener

moléculas trifosforiladas en sus tejidos, des-
encadenan en el organismo que los ingiere,
reacciones anabolicas selectivas segun los
particulares requerimientos.

Por un principio bioquimico que dice una
carga energética alta bloquea las rutas pro-
ductoras de energfa (catabolia) y estimula las
rutas utilizadoras de la energfa (anabolia).

Postulado n° 6

El pool de moléculas trifosforiladas se uti-
liza en el transporte activo, en la sintesis de
moléculas estructurales y funcionales y en el
trabajo mecanico como contraccion muscu-
lar, procesos de fagocitosis, pinocitosis. .. etc.
esto es anabolia

Postulado n° 7

La mayor eficiencia de los procesos anabo-
licos mencionados anteriormente requiere
el suministro de catalizadores enzimaticos
como zinc (Zn), magnesio (Mg) y manganeso
(Mn) que aceleran la liberacion de la energfa
contenida en las moléculas trifosforiladas.

AG = -7,7 keal/mol ptimer grupo fosfato
AG = -7,2 kcal/mol segundo grupo fosfato

Postulado n° 8

En el proceso terapéutico es complementa-
rio el suministro de las vitaminas del com-
plejo b por su papel en la formacion de las
coenzimas.

Universidad Dr. José Matias Delgado
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