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l. INTRODUCCION

1.1 Blsqueda de nuevos farmacas.

Los productos naturales fueron alguna vez la fuente de
todos los fArmacos y la purificacién de las sustancias medi
cinales a partir de las plantas llegd a ser la preocupacién
principal de la gquimica medicinal durante el siglo XIX.

En afios recientes el progreso en los métodos analiti--
cos y de separacidn estimuld un resurgimiento del interés -
en este campo (1). Los productos naturales y sus derivados
representan todavis casi la mitad de todos los farmacos de
uso clinico, de los cuales los antibidticos constituyen la
mayor parte de ellos (20).

En ocasiones el conocimiento popular proporciona evi--
dencia de plantas con actividad farmacolGgica. La digital,
los opidcecs y los alcaloides de la Chinchona (quinina y -
guinidina) se intredujeron a la medicina por esta via. Asi
también, la atropina, pilocarpina, nicotina, efedrinas, co--
caina, teofilina v otros fArmacos se obtuvieron primero al
purificar extractos de plantas que se decia tenian cualida-
des medicinales. A pesar de estas conbtribuciones tan Oti--
les & la Farmacologia, la medicina herbolaria es desde lue-
go una guia poco confiable an la investigacidn de productos
activas (38), vya gue muchos de los guince mil compuestos -
aislados de productos naturales hasta enero de 1977 son pro
ductos de degradacidn o transposicidn que ocurren durante -
su aislamiento debideo a la influencia de enzimas o agentes
quimicaos externos gue dieron origen en poecas ocasiones a -
verdadercs farmacos (14, 24), Es asi, como los conocimien-—
tos que se han venido scumulando s través de los afios han -

permitidc comprender, en cierta medida, los mecanismos por



. los cuales las sustancias quimicas detienen o alteran 1 cur
so de las enfermedades y puesto en relieve sus virtudes, 1li-
mitaciones y los riesgos de su uso (40), por lo que el efec-
to deseado debe estar bien definido y es necesarioc un proce-
dimiento que pueda determinar si un f&rmaco en particular -
tiene o no un efecto especifico (26, 47, 50).

Para la seleccion de un farmaco se realizan procedimien
tos "in vitro" o bien pueden emplearse animales de laborato-
rio. En general, como al principio se desconoce por comple-
to la dosificacifn, se administran varias ddsis hasta alcan-
zar la “db6sis méxima tolerada", es decir el limite al gue -~
pcurre la toxicidad. El problema es determinar si los efec-
tos terspbuticos deseados se obtienen o no a dbsis atoxicas
(2>.

En los productos naturales es posihle distinguir 4 fa--

ses caracteristicss de estas investigaciones.

lo. Le actividad biclbgica es detectads en el material cru-
do y se monta el sistema de biovaloracitn para permitir
la identificacién de las fracciones activas y descartar
répidamente las inactivas.

20. Se fracciona el materisl crudo por el procedimiento qui-
mico mAs apropiado; teodas las fracciones se prueban, -
las fracclones activas se fraccionan aln més, etc., has.
ta gque se obtiene el compuesto puro.

30. Se determinan las estructuras quimicas de los compugs--
tos puros.

Lo. Se reslizan los ensayos preclinicos y de cernimienta.

En ocasiones los compuestos se somenten a una Yseleccion
ciega"; en este tipo de bisqueda, el criterio especifico para
acciones deseadas en particular, no se han establecido de an
temano; el objetivo es determinar si un nuevo compuesto tie-

ne alguns actividad fermacologice Gtil (19).



La analogia entre las enfermedades humanas y los modelos
animales pueden ser muy superficiales y la seleccidn del far-
macog en animales puede no revelar una accidon (til o sugerif -
falsamente su utilidad (29). Actuslmente se han enlistado -~
352 modelos gue proveen sistemas de funcionamiento en ciertos
6rgancs similares a los humanos (8); ain asi, no se ha des--
cubierto la contraparte animal de algunas enfermedades huma--
nas; ejemplaos de ellas son la depresion mental vy la epilepsia
idippéatica.

Tado esto hace gue sea dificil formular criteriaos para -
encontrar un programa de seleccidén adecuado (20). La selec--
cidn del modelo animal depende rel ohjetivo gque se persiga, -
por ejemplo en los estudios de amibiasis experimental pueden
llevarse a cabo en gatos, perrgs, ratas, conejos, cuyes y  --
hemsters. Las primeras cinco especies son (tiles para gl es-
tudio de la amiblasis intestinal y los hamsters para la inves

tigacién saobre la amibiasis hepética (46).

1.2 La amibiasis.

Las diversas amibas que afectan al hombre son Entamoeba

histolytica, Naegleria gruberi y Acantamgeha. De las tres an

teriores la E. histolytica es la més frecuente en nuestro me-
dio sociocecondmico y afecta en un promedio del 20% de la pobla
cion mundial (28).

La amibiassis en México ocupa uno de los primeros renglo-
nes en las estadisticas de morbilidad y mortalidad. En 1974
se le considerd responsahle de la muerte de 2,072 personas, -
una tercera parte de las cuales no alcanzaban aln los 5 afios
de edad (39).

Actualmente la tasa de infeccidn amibiana estd definids
como el porciento de la poblacién que tierme £. histolytica en

el intesting, pero éste no es indice fiel para juzgar la fre-



cuencia de la amibiasis clinica en una zons geogréfica dada.
Tal vez el Gnico indice seguro para determinar la prevales--
cencia y gravedad de la amibiasis es la cantidad de abscesos
hepéticos amibianas (28).

De acuerdn con este critérig, se demuestra que ciertos
paises son més duramente azotados por el padecimiente (21).

La fuente de contagio y el mecanismo de transmisidn se
adquiere por la ingestidn de guistes a través de los alimen-
tos, en el agua contaminada o por contagio directo (ang-mano-
ohra) (28).

Actualmente la transformacion de la forma no invasora
(quiste) a la invasora (trofozoito) es aln desconocida, aun-
que se aceptan dos ciclos vitales; un ciclo no patdgeno du-
rante el cual el parésito vive en la superficie de 1la mucosa
o en la luz del intestito en forma gulstica, nutriéndose de
otros microorganismos y restos alimenticios y un ciclo pato-
geno, en donde habita en el espesar de los tejidos vy se 8li-
menta de los productos de hist6lisis fagocitando eritrocitos
e invadiendo tejidos, adoptando la forma de trofozoito y mul
tiplicéndose por divisién (7, 21, 27).

Algunos factores gue causan dicha transformacidn son -
los siguientes:

Relativos al huesped: la amibiasis hepética es més frecuente
en el adulto, en mujeres de edad reproductiva y en casos de
desnutricibn.

Relativos al parésito: virulencia de la cepa, magnitud del -
infculo v repeticitn de las infecciones.

Factores aspciados: coexistencia de infecciones enteropatboge-

nas (Shigells, Salmonella, E. coli), alcoholismo, dietas --

ricas en colesterol y almidones, fatiga, etc.
La invasidn tisular amibiana desencadena una respuests

inmunolfégica caracterizada por: aparicion de anticuerpos ~---



séricos, aumento de inmunoglobulinas séricas (IgG) e lnmuni-
dad celular.

A partir de las paredes del intestino los trofozoitos -
pueden llegar por via porta al higado, por contigiiidad inva-
dir piel y genitales o el peritoneo. A partir del higado el
parésito puede invadir pleura, pulmin, gericardic peritonéo,
estomago, rifidn, abrirse a la piel o por via hemdtica disemi
narse a distancia (cerebro, pulmdn, bazeo, etc.) (28).

De acuerde al grado y desarrcllo del parédsito en el hues
ped existen 3 grupns de farmacos que se utilizan en el trata

miento de la amibiasis.

lo. Los que tienen accidn principalmente en tejidos y en la
luz intestinal, administrados por via oral, por ejemplo
los derivados imidazdHlicos, la dehidroemetina y el fos-
fato de cloroguina.

2o0. Los gue Gnicamente tiermen accitn en los tejidos y en la
luz intestinal,administrados por viz parenteral, por -
gjemplo clorhidrato de emetina vy 13 dehidroemetina.

3o0. Los gue tienen accldn dnicamente er la luz intestinal,-
administrados por via cral, con muy poca o nula absor--
cibn del intesting y gue actuan por contacto contra losg
trofozoitos de la amibs. Se encuentran desde lgs anti-
guos arsenicales y férmacos yodadcs hasta las nuevas -
amidas gue poseen un radical cloraZa en su composicién
guimica. Por ejemplo: Las hidroxicuinolinas halogenadas

dicloroacetamidas y fenantrolinas (3, 28, 45).
1.3 Antecedentes de la planta en estucio.

El valle de Tehuasc@n ss una provincia floristica xerofi
tica, ubicada dentro de las 18%00" a 18431 latitud norte v
96”551 longitud peste en el sureste del estado de Puebla y -

norte de Oaxaca; eltitud promedio 1,580 metros sobre el nivel



del mar; clima semidrido, lluvias de verano; suelos calcarecs
predominantes; poblacibdn: Nahuas y Popolacas.

En esta zona se realizl umna exploracién etnobotédnica de
informacién bilateral (intercambic de datos y materizl con la
gente). De esta investigacién se obtuvieron un total de 358
plantas medicinales, de las cuales se identificaron 269 espe-
cies; se encontraron registradas en la literatura 217 y 52 -
fueron de nuevo registro (14.5% del total). ODentro dez estas
especies de uso medicinal se encuentra el Colopahtle (Z@nthoxy
lum liebmanhiarum), del cual se emplea 1la infusidn scuonsa de

la corteza para el tratamiento de la amibiasis e infecciones
parasitarias intestinmales y en ocasiones comp anestésico lo--
cal (18, 33).

Entre los compuestos encnntrados del genero Zanthoxylum
se hallan:
Z. arborescens (16, 22, 23)
(25,55)-2,5-dibenzil-1, 4-dimetilpiperazina
1-metil-3-(2'~feniletil)-1H,3H-guinazolina-2, 4= dlcna
l-metil=3-(2'-(4"' ' -metoxifenil)etil)-1H,3H= qulnazollna;z,
L-diona e e

8 hidroxi-4,7-dimetoxifuranoquinolina
B isopenteniloxi-4,7- dlmetnx1furanoqu1ncllna

Z. fagora: (153

‘Skimmisnina y scopeletina, laurlflnrina y magnnflcrlna

Z. limoncille y Z. caribaeum: (16)

Skimmiamina



2. FUNDAMENTOD D E L A ELECCTION
DEL TEMA

Debido a la aslta incidencia de la amibiasis en la pobla
cidn mundial; ésta ocupa un lugar importante entre las prin-
cipales enfermedades que afectan al hombre (42). En México
se encuentra clasificada dentro de las primeras causas de -
muerte (12).

Durante més de 50 afios el tratemiento utilizado con ma-
yor éxito para la amibimsis intestinal disentérice fue la -
emetina, sustancia de origen natural, obtenida de la Ipeca--
cuana pero ésta ha sido reemplazada por otros f&rmacos con -
menas efectos secundarios y de menor toxicidad/((4l), dehido
a que las reacciones adversas se presentan en un 50-70% de -
los pacientes que reciben este férmaco; siendo las reaccio--
nes cardiovasculares las mas serias e incluyen: dolor precor
dial, disnea, taguicardia, hipotensidén, riimo de galope, dila
tacifn cardiaca, insuficiencie congestiva y muerte (40).

Actualmente los medicamenitos de eleccifdn para el trata-
miento de la amibiasis disentérica son los derivados imidaz(
licos (metronidazaol, tinidazol, metendazol, etc.) (31). &n
los (ltimos afios se han reportado efectos carcinogénicos --
para ) metronidazol (18). Pruebes en ratas demostraron gue
este farmaco inducia la formacién de tumores, ésto ha provo-
cado una corriente de opiniones gque motivan a la "Food and -
Drug Administration” de los Estados Unidos de Norteamérica -
para que este medicamento sea suprimido del mercado. Sin -
empargo para la amibiasis hepética, la alternativa terapéuti

ca es practicamente inexistente por el moments (17).



3. PLANTEAMIENTD DE L PROBLEMA

Ya gue hasta shors no se cuenta con un antiamiblano ideal
resulte importante impulsar le investigacidn de nuevos féarma--
cos gue splo afecten al parésito sin daefiar sl huésped. En --
egte trabajo se planted le determinacldon de la existencie del
efecto amehecida en un extracto de le corteza del Colopehtle

(Zanthoxylium liebmanniarum), planta medicinel, utilizads en -

San Andrés Cacaluspsn, Puebls.

L., DBJETIVOS

Realizar un estudio guimico preliminar de le cortezs de -
la plenta.

Efectuar estudios prelimineres pera verificar la accidn -

farmacolbgica sugerida por conocimiento empirico populer.

Determinar la seccidn amebecida "in vitro" del extracto -

acuoso 8 diferentes caoncentraciones.

Determinar el efecto amebecida "in vivo" provocendo ebscg
so hepético emibiano en hamsters y treténdolos con diferentes

dbsis de extracto acupso y no ecuoso.

5. HIPODTEGSIS

En bése & la informecitn adquirids con respecto al efecto

farmacoldgico asignado a8l Colopahtle (Zanthoxylium liebmannie-

Trum). Se espera encontrar actividad smebecida en le corteza -

de la planta.
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de capaci-

de capacidad. g .
Matraces Erlermeyer con tapnn de rasca’de SDD 250
y 125 ml de capacidad. T
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22.- Cajas Petri de 10 cm de radia.

23.- Gradillas de s@cero inoxidable.

24.~ Barras magnéticas de 2 v 1 pulan.

25.- = Espdtulas de diferentes tamafios.’

26.-  Soporte universal. -

27.~ Estuche de diseccibn. ; RN R

28.- Agujas quirirgicas con sutura Ethi¢6ﬁféimple Célibre
0. e T T

29.. Buantes para cirujano.

30.- Hisopos estériles.,

31.- Gasa.

32.-  Algodfn absprbente Zuum

33.- Papel filtro Whatman No. 1.

3k.-  Membrana de dialisis No. 38 Analyzef tubing.

35.- Membrana de millipore de 0.22 mu.

36.- Cinta testigo Tuk.

37.- Sonda de hule latex.

38.~ Manqueras de hule latex. v ’

39.- Tapones de hule de diferentes tamafios. &

40.- Mechero Bunsen. : b

4] o~ Mechero Fisher. P o .

42.~- Frascos reactivo cnn:tap6n;asmeriladu déftdibr'ambar

y blanco.

L3~ Frascos goteros de 100 y 50 ml dejcéﬁa;;dad.? 

4L ,~ Matrez bola de boca esmerilada‘ de ZGQD{ﬁl de,¢apacidad.
45.~- Refrigerante. o Rl »

46.- Cabeza de destilacibn.

b7.~ Tripies de acero inpxidable.

La.- Telas de ashesto. S S

L9, - Placas para cromatografis en placa fiﬁé_dé 20 x 20 ch.
50.- Pinzas de 3 dedos. e o :

5).- Sogxhlet.

10



52.
53.

13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
2,
25,
26.
27.
28.

Trampas para vacio.

Canastilla para calentamiento.

Reactivos.

Peptona biotriptasa

Dextrosa anhidra

‘Cloruro de sodio

Fosfato monobésice de potasio
Fosfato dibasico de potasio
RAcido ascdrbico

Clorhidrato de L-cistéina
Citrato férrico de amohiur
Solucién de vitaminas NCTC-107
Vitamina 812 B
Acidpo tedtico

Tuween 80

Suero bovino

Acida ténico

Fosfato dibdsico de sodio
Carbonato de sodio

Hidréxido de sodia

Sulfato de cobre pentahidratado
Tartrato de sodio y potasio
Reactivo de Folin Ciocalteu
Formaldehido

Extran

Fenol

Azul tripano

Eter

Acetato de etilo

Cloroformo '

Cloruro de mercurio

11

Bioxon
Baker
Baker
Baker
Baker
Baker
Gigma
a8L
Microlab
Mega Pharma
Sigma
Actual Quimica
Microlab
Sigma
Bak ar
Baker
Baker
Baker
Baker
Sigma
Baker
Merk
Baker
Sigma
Baker
Haker
Baker

Baker



29.-
30.-
31.-
32.-
37.-
33.-
3 .-
35.-
36.-
37.-
8.~
39.-
40.-
bl.-

6.3

ll.-
12.-
13.-
.-
15.-

Yoduro de potasio
Acido picrice
voda

s Bubnitrato de bismuto

Acideo nitrico

Acido silicotiingstice
Vainillina

Etanol

Bromo

Cloruro Férrico
Carbonato de sodio
Citrato de sodio

Globulos rojos de carnero

Suerso normal de conejo

Aparatos

““Incubadora

Centrifuga clinica
Filtro millipore
Potenciometro
Microscopio

Dlla express
Balanza anzlitica
Liofilizadora
Homogenizador
Colorimetrao
Refrigeradar
Rotavapor

Agitador Magnético
Relo i :

'Eampéna de flujo laminar

12

Baker
Baker
Baker
Merk
Baker
Merk
Baker
Baker
fBaker
Baker
Baker
Baker . .

\Ueco
Medi-Lah, SA

“Int. Eq. Cao.

Millipore
Corning

Me-opta Prafa
'Prestnk

Bosch P 115

Precision S5c. Co.
Beckman.
Whirlpool

Buchii

Thefmolyne

General Electric



17.-
18.-

19.-"

Lémpara de luz ultravioleta Corning
Molina de compresion y friccién
Estufa de secado con aire caliente Medi-Lab, 5.A.

Material Biolbgico. .

10 Kg de corteza seca vy molida de Colobahtle (Zahthu-
xylium liebmanniarum), recolectada durante El mes de

mayo en el valle de Tehuacén, Puebla. !

Entamoeba histolytica cepa HMI:IMSS, cultivada éh me -
dio axénico, donada gentilmente por la Srita. QBP --

Margarita de la Torre.

80 hamsters dorados de Siria hembras (Mesocricetus aura

tos) de aproximadamente 2 meses de edad, con pesao pro-

medio de 90 gr, donados por el bioterio del IMS3.

U
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7.1.1 AnéiiﬁiéfﬁqimiCd preliminar.

La corteza de la planta fue recolectada durante el mes
de mayd, la cual se sech y molib para someterla a una extrac
cifén con etanol durante una hora, se fFiltrp y concentré s -
presidn reducida. E1 residuo semisAlido resultante se utili
zh para los siguientes ensayos de acuesrdo a las técnicas de

Cein vy colaboradores (14).

ARlecaloides

Saponlinas

Triterpengs

Taninos

Azucares L :
Glucosidos cianogénicos

7.2 Métodos paratél:eéfudin’farmécnlégicu.
7.2.1 bbtenciﬁn de laos extractos.

Para probar el efecto farmacolégico sugerida se ohtuvie-
ron dos extractos de la siguiente manera.
Extracto scuosc. La corteza seca y mplida del tallo de ls -
planta fue extraida por una hora con aguas destilada, la solu-
cidn se filtrd y dializd, concentrédndose a sequedad por liofi
lizacién. (Fig. 1D
Extracto no acuoso. Este fue obtenido mediante la extraccian
de la corteza de 1la planta seca y molida con acetato de etilo
egn Shoxlet por 2 horas, se filtrg y concentrd a presién redu-
cida. (Fig. 1) >
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7. _METODODS

7.1 Método para-el es imico

7.111‘5AnéiiéistdimVdu breiimihar.

Le corteza de la planta fue recolectada durante gl mes
de mayo, la cual se secO y molib para someterla & una extrac
cibn con etanol durantz una hora, se filtrd y concentrd a -
presitn reducida. El residuo semisflido resultante se utili
zb para los siguientes ensayos de acuerdo 8 las técnicas de
Cain y colaboradores (14).

Alcaloides

Saponinas

Triterpenas

Taninos

Azucares L
Glucosidos cianngénicds

7.27”Nétpépévﬁé:a'el;gétudin'Farmégolégicd.

o T Sl

7.2.1“Vbbtenc16n de los extractos.

Para ﬁruhar el efectp farmacolégico sugerido se ohtuvie-

ron dos extractos de la siguiente manera. , ‘
Extracto acunso. La corbteza seca y molide del tallo de la -
planta fue extralda por una hora con agua destilada, la solu-
cibn se filtrd y dializd, concentrandose a sequedad por liofi
lizacidn. (Fig. 1)
Extracto no acuoso. Este Fue obtenido mediente 1la extraccidn
de la corteza de la planta seca y molida con acetato de etilo
en Shoxlet por 2 horas, se filtrd y concentrd a presibn redu-
cida. (Fig. 1)
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Hrs
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Dializar exhaustivamente

Concentrar
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a sequedad
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porsibon dializeble median

te liofilizecidn

Extracto escuoso

Fig. 1

Obtencidn de

Extracto

no acuoso

los extract

_ para la evaluacitn farmacologica
del Colopahtle.
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7.2.2. Cultivo axénico de E. histolytica. -

El estudio fermecologico "in vitro®" fue realizado utill
zando le cepa de E. histolytice HM1:IMSS cultivade en medio
axénico de scuerdo a la metodologis del Dr. Diamond (12).

Le constitucidn y preparacifén del medio sxénico es le -
siguiente:

Componentes g / 100 ml
Peptona biotriptase - 3.0
Dextross 1.0
Clorurp de sodin 0.2
Fosfato dibdsico de potasio 0.1
Fosfato monobésico de potasio 0.05
Acido ascorbico D0.o2
Clorhidrato de L-cistelna ' g.01
Citreto férrico de amonio 0.00228
Agua bldestilads chp 77.0 ml

Para el medio TY se disolvieron los reactivos en el arden
presentado con aproximedamente 50 ml de sgua bidestilada, se -
ejustd el pH a8 6.8 con hidrbxido de sodio 0.1 M y después se -
llevd & un voldmen de 77 ml con egue bhidestileda.

Se clarific mediante Filtrecidn a través de papel filtro
Whatmen No. 1 y se esterilizé en sutoclave por 15 min. a 121°C.

Para cada 77 ml de caldo TY se le afiadieron en condiclones
estériles 3 ml de mezcla viteminica y 20 ml de suero bovino, -
para pbtener el medio TYI - § ~ 33, el cusl se dejo en una in-
cubadora & 37°C durante 24 hrs. para verificar su esterilicad.

Para la incoculacibdn de trofozoitos al medic TYI - 5§ - 33
se llenaron en forma estéril tubos de ensayo con tapbn de rosce
con 12 ml de medio. Laos tubeos con crecimiento optimo de amibas

fueron enfriados en un bafio de hielu por 5 min. paras desprenderx

16



las ceélulas de la pared del tubo, se invirtid en 10 ocesio-
nes para su homogenizacién y se realizé el conteo del ndme-
ro de trofozoitos resembrando con un infculo de 1.2 x lD“ -
amibas en 0.3 ml.

Lae determinacifn del nimero de células se realizh me--
diante el uso de une cémara de Neubsuer y una pipeta para -

glébulos blancos, con los siguientes célculos.

A X8 XC
D X E = células / ml

Donde: A = suma de los cuatro cuadrantes grandesidé'lé_cé—

mara de Neubauer.

= dilucién de la pipets 1:20
= factor para determinar el valor pprumm: ¢10) -

= pOmerp de cuadrantes (L)

m O O o
[

= factor para determinar el valor por ml (1000)

7.2.3 Determinacidn de anticuerpos antiamibas.

Los suerps obtenidos de los hamsters utilizados se les
determind el tituls de anticuerpos antiamibas por la técnica
de hemaglutinacion pasiva (35), la gue consistid en la incu-
bacién de un vol ge GRC al 1.5% mé&s un vol de écido ténico -
(1:20 00O) = 37% por 10 min, transcurrido este tiempo se -
centrifugd a 1500 rpm vy se lavd el paguete de GRC-T can PAS
pH 7.2, resuspendiéndolo finalmente =n un vel de PBS de pH
6.4 : a éste se le afiadid 4 vol de PES de pH 6.4 més un vol
de solucién de Ag, homogenizado por 10 min con una concentra
cién de 2 mg/ml de proteina cuantificeda de acuerdo a la téc
nica de Folin-Ciccalteu, a esta mezclz se le dejd reposar -
por 10 min & temperatura ambiente s= centrifugb y descartd -
el sobrenadante, psra resuspenderlo en un vol de suero normal
de conejo 1:100.

17



Por otra parte en una placa de microtitulacidn se reali
zaron las sigulentes diluciones de los antisuercs: 1:10, -~
1:20, 1:40, 1:80 y 1:160 gue fueron pusstas en contacto con
la solucifdn de GRC-T-Ag, utilizando un contral negativo sin
Ag, formado por la diluci6n minima del antisuerc més GRC-T;
un control negativo sin Ab, conteniéndo GRC-T-Ag més el sue-
To normal de conejo y un control positivo de titule conocidao,
al gue se le realizaron las mismas diluciones del antisuero

problema,

7.2.4 Determinacién de proteinas con el Teactivo.de Fglin-
Ciocalteu. ' T

Las proteinas pueden determinarse por métodos colori-
métricos midiéndo la intensidad del color azul gue se produce
al agregar el reactivo de Folin-Cipcalteu a una solucibn al-
celina de proteinas sin digestidn previz (3%). Esta determi-
nacifn se realizb en los lizados de E. histplytica obtenidos

de cultivos axénicos, como se muestra en la tebla No. 1.
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Tabla No. I  Determinacién de proteinas por
... el método de Folin - Ciocalteu
8lanca Curva estandar Muestra
Tubo Nao. 1 2 1 3 4 5 6 7 8 9
Contenido de
proteina/tu- - j0.01|6.02{0.03{0.05]0.1 |0.15 (0.2 -
bo/mg .
ml del estandar
0.5 mg/ml - {0.02|0.0440.06{10.1 (0.2 ]D.3 0.4 -
ml oe solucidn
. - 10.38{0.36] 0.34]0.30j0.20{0.10( ~- -
salina
ml de muestra - - - - - - - - 0.4
ml de reactivo A 2.012.0 (2.0{2.0 2.0 |2.0|2.0 2.0 2.0
Mezcler y reposar a temperatura ambiente por 10 min.
ml de reactive B 0.2{0.2 0.2} 0.2} 0.2 0.2 §0.2 (0.2 0.2

Mezelar, reposar por 30 min y leer a 500 nm.

Reactivo A

Reactivo 8

Solucidn de caerbonateo de sodio, tartrato

de sodio v potasio y sulfato de cobre

pentahidratado relacidn 100:1:1

Reactivo de Folin Ciocalteu
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8. DESARROLLGOD EXPERIMENTA AL

8.1 AnAlisis Quimico Preliminar

A 100 grs. de corteza del tallo de la planta, seca y -
molida se sometieron 8 una extraccién con 300 ml de etanol -
durante una hora, se filtrd y concentrd a presidn reducida.
El residuo semisflido resultante se utilizd pare los siguien

tes ensayos.

Alcaloides. Un gramo del residug se disolvid en 10 ml.de -
dcido clorhidrico diluide (10%), se agitd y filtrd hasta que
éste fue completamente transparente. El filtrado se énsayé
con los reactivos de: Mayer, Dragendorff, Hager, ac1du sili-

cotungstico y bicarbonato de sodio.

Saponinas. Se disolvid un gramo del resxduo en. un: tuho de -
ensayo y se probd con el reactivo de Rusenthaler.,,*"f

Triterpenos. Se disolvid un gramo del residuo en uﬁ milili-
tro de cloroformo al gue se le agregd un mililitro de anhidri
do acético dejéndelce reshalar por las paredes del tubo y se
dejé en reposo hasta la agaricidn de colores rojos, rosa; plr

pura o azul en la interfase.

Tanings. Se disolvif can agua un gramo.c

trd, se tomaron slicuotas para las pru TOmo
y cloruro férrico. 1 A
Azicares. Un gramo del extracto efanéiicc_ iluyd en apro-

ximadamente 50 ml de agua, se filtrd vy’ L) probarnn los siguien

tes reactivos: Reactivo de Benedict. "Se tomd: un mililitro de

20



la solucifn problema vy se agregd un mililitro de reactivo de
genedict, 2 ml de agua y se calentt la mezcla en bafio maria,
paralelamente se corrid un blanca.

Reactivo de Fehling, se tomd una alicuota de 10 ml de extrag
to diluido y se le agregsron 5 wml de la solucion A y 5 ml de
la solucion B, se calentd en bafio maria paralelamenteﬁsé‘f;_

corrid un blanco.

Glucbdsides cianogénicos. Una tira de peapel filtrﬁ:éé;impreE

nd con reactive de Guignard, el cual se coloch enilagbpca~'_
del tubo gue contenia una pegquefia cantidad del ext:abtd'efa—
ndlico con unas gotas de cloroformo, se calentd a'BﬁQBSQE' y

se obhservb la coloracidn del papel.
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8.2 Estudio "in vitro"

I3

Gon el extracto acunso liofilizado del Colopahtle se -

realizaron diluciones que iban de 1.0 a 10 mcg/ml en agua -

bidestilada, a estas soluciones se les fijo el pH a 6.8y

se esterilizaron por filtracifin con membrama Millipore de -

0.22 mu.

Los experimentos consistieron en probar 5 tubos por
centracidn que contenia 12 ml del medic TYI-5-33, 0.5 ml
la concentracién del extrecto liofilizado ¥ 0.3 ml de la

suspensién de amibas (1.2 x lDu trofozoitos). Los tubos

con
de

fueran mezclados por inversién suave en 10 oecasiones e incu

bados & 37°C en forma inclinada (12).

En todos los ensayos se utilizé un testigo que cerres-

pondid al crecimiento tipico de la célula en ausencia del -

extracto acuoso de la planta.
E1l nimero de trofozoitos asi como su viabilidad fue

terminado bajo las siguientes condiciones (Fig. 2).

de-

lo. Los tubos se incubaron a 37°C por 72 hrs., después de

este tiempo se observaba su movilidad y la poblacidn -

‘de amibas fue contada de la siguiente manera: los tubos

se enfriaron en bafo de hielo por 5 min., se centrifu-

garon a 1500 rpm por 5 min. desechando el scbrenadante

para concentrar a un mililitro, del cual se tomé una

alicuotz para determinar el nimero de amibas en una

céa-

mara de Neubguer, utilizando azul tripano como coloran-

te vitasl, considerando como amibas viables aquellas
no eran permeables al colorante.

20. Después de las 72 hrs. se realizaron subcultivos de

hrs. en presencia y ausencia del extracto, durante 3

que

L8

Tesiembras. Al términp de cada subcultivo se observd

el estado morfologico de las amibaes, su viabilidad y su

ndmero.
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Los tratamientos empleados fueron identificados como:

Subcultivu YAY presencia de expracto.r

Subcultivo "B" ausencia de extfactu. o

Los resultados fueron tabulados con el siguiéntéiciitérip: 

(’++

v Amibas lisadas.

- Nimero-de amibas

- NOmero de amibas iéﬂai,é'ﬁeﬁqt?a,lﬂp

Escasa presencia:de amiba
redondez. i

( +4+ ) Nimero de smibas igual o menor a 200 000 /'ml.
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Solucifn del extracto acuoso liofilizado
(240meg /ml)

fijar el pH a 6.8

Esterilizacion por tiltracion

(filtro millipore 0.22 mu)

lDiluciones con agua estéril pH 6.5]

| I
Testioo 1l.0mcg/ml 2.5mcg/ml 5,.0mcg/ml

agua eptéril I

10mkg/ml

Para cada concentracién vy testigo se colo-
caron 5 tubas con medio TYI - 5 - 33

l

Inocular 12 000 trofozoitos por tubo

L‘Incubar por 72 hrs a 377 C.

l

lEnFriar los tubos en hielo durante 5 minJ

Centrifugar 8 1 500 rpm por 5 m151

|

Subcultivos de 48
hrs con y en ausen

cia del extracto
acuoso.

Desechar el sobrenadante para concentrar
a un mililitro

I

Contar el nimero de trofozoitos viables en
cada tuba

Fig. 2 Determinacidn del efecto amebecida de un extracto acuo-

50 sobre f. histnlytica cultivada en medio axénicao.
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8.3 Estudio "in vivo®

Se utilizaron 80 hamsters hembras de 2 meses de edad,
con peso promedioc de 90 grs., divididos en 10 grupos. Los
animales fuergn inoculsdos intrahepbticamente con 1.5 x 10®
trofozoitos en 0.2 ml por medio de microcirugia (25).

Los grupos fueron distribuidos en dos secciones para
la administracibn de un extracto scuoso y uno no Bcuoso -

con las siguientes tretamientas (Fig. 3)

lo. Dfsis de Proteccidn (AcP ; NAcP) : & estos grupos les
fue administrado los extractos acuoso y no Bcuoso por
via oral a la dfsis de 50 y 500 mg/Kg de peso, custro
horas antes de la inpculscidn y después ceda 12 hrs.
durante 7 dias. Al grupo control se le administré s0

lamente el vehiculo bajo las mismas condiciones.

25. Désis de Curacidén (AcC : NAcC) : a estos grupos se -
les inoculd y dejd repossr durante 7 dias, trenscurri
do este tiempo les fueron administrados los extractos
acupso y no acudso por via oral a la dbsis de 50 y 500
mg/Kg de peso cada 12 hrs. durante 10 diss. Al grupo
control se le administrd sclamente el vehiculo bajo -

las mismas condiciaones.

Al térming de cada tratamiento se secrificaron los eni
males de la siguiente mamnera: los hamsters fueron colocados
en una cémara y se les administrd éter etilico; una vez anes
tesiados, se colocaron en una table de diseccidn, se abrib
la cavidad toréxica, se les punciong directamente a la suri-
cula derecha con uma jeringe de insulina estéril desechable,

pbteniéndose 2 ml de sangre para las pruebas de bemaglutine-
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cién. Posteriormente se abrif la cavidad abdominal y se re-
movif el higado seccionandn las venas cavas, suprahepdtica y
porta. Una vez extraido el higado, se colocd en recipientes
gque cantenian 10 velimenes de formol al l0% amortiguado con
solucidn reguladora de fosfatos a pH de 7.4. Una vez fija--
do, el higado se estudid microscopicamente y se describieron
las lesiones encontradas, se buscd intencionalmente ahscesos,
para determinar su tamafio y localizacién, asi como sitios an
fractuosos, hemorrdgicos o bhlanguecinos gue correspondieran
al sitio de la puncidn. Se hicieron cortes seriados en sen-
tido transversal cada 2 mm y se explord y describid ls super
"icie del corte. BSe seleccionaron cortes representativos, -
los cuales se incluyeronen una capsula y se enviaron al labg
ratorio de Histologlia del Departamento de Patologia del Hos-
pital Infantil de México para ser incluidos en parafina, cor
tados y tefiidos con hematoxilina y 2osina. En algunos casos
se incluyeraon varias clpsulas y sz hicieron ademés tinciones
especiales pars confirmar la precsencia de amibas como las de
PAS y Grecott. Las laminillas gbtenidas fueron estudiadas -
por un patblogo en ciego y posteriormente fueron revisados -
en un microscopio de luz de tres estaciones por tres observa
dores. -

Se buscd bajo el microscopio: 1) sitio de la puncidn, -
presencia de hemorragis, necrosis o trayectos fistulosos pe-
rihepAticos, rTespuesta de 18 capsula de Glisson u otros --
hallasgos sugestivos del sitio de la ingculacifin como mate-
rial extrafio, restos del medio de cultivo, etc. 2) Presencia
de ahscesos hepédticos. 3) Presencia de trofozoitos de amibas.
4) Necrosis coagulativa, necrosis central y necrosis basdfi-
la periférica. 5) Respuesta inflamatoria: su grado y compo--
nentes. @) Leucocitos polimorfonucleares, b) Neutrofilos. -
¢) EosinAfilos. d) Linfocitos. e) Células plasmaticas. 7) -

Capsula: denotada por una banda formada por fibroblastos prg
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liferados y depfsitos de fibras de colégena. 8) Granulomes:
dentro del parénguime hepético alejado de la lesion se bus-
ca la presencia de scimulos de células inflamatoriss con -
histiocitos, células hepiteloides y/o células gigentes mul-
tinucleadss. ' S SRR
La presencia de todos estos hallazgns‘sevcaiifiqé‘eﬁj

tres grados:

( + ) - Presente, escasa, leve, focali .

o+t ) Prominente, moderada en cantidad -
: ' o extensidn,

C 4t ) Extensa, intensa, acentuadé, mar

cada, difusa.
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Tratamiento Preventivo
(AcP)

I Disis de Proteccidgn ]

E—

50 mg/kg 50C mg/Kg
(AcP5D) (R:PSDD)
1 ]
1
Dosificacion

por via oral

De jar trans-
currir 4 hrs

Incculacidn de 1 500 000 trofpzoitos
en 0.2 ml intrehepéticamente

-

! Dosificar ceda 12 hrs durante 7 dias ‘

Sacrificar a los animales de cada

Tratamiento Curativg

- (Acl)
Lgésis de Curacién<]
1
| |
50 mg/kg 500 mg/#
(ACC5D) (ACCSDD)
L J
T

Inoculacidn de 1 500 000 trofozoitos
en 0.2 ml intrahepaticamente

Dejar trans-
currir 7 dias

Dosificar cade 12 hrs durante
10 dias

tratamiento

Tomar muestras de sangre par puncion
cardiaca

[4§§traer el higadoI
|

[ Estudio histopatolbgico. l

Fig. 3 Determinacién del efectio preventivo o curativeo
de los extractos acuosoc y no ecuoso del Colo--

pahtle en el absceso hepftico amibianc del --

hamster.
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9. RESULTADOS

La tabla No. II muestra los resultados del anélisis

quimico preliminar, en ella se puede abservar que la cor

teza del Colopshtle (Zenthoxylium liebmanniarum) contié-

ne alcaloides, saponinas, azdcares y taninos.

La tabla No. III presenta los resultados obtenidos
en el estudio "in vitro", del efecto del extracto acuoso
8 diferentes concentraciones y con dos tipos de tratamien

tos, presencia y susencia del extracto acuoso.

Los resultados obtenidos en el estudio "in vivo", se
describen en la tabla No. IV, estos correspondieron 8 la

snbre vida de laos animales después de ser inoculados.

El titulo de anticuerpos en log hamsters tratedos -
con los extractos acupse y no acunso se muestran en la -

tabla Np. V.

La presencia de asbscesos hephticos y amibas encontra
dos en los hamsters en estudicg se muestran en las tablas

Ul y VII.

Los datos recopilados del estudio histopatolbdgico se

resumen en la tabls No. VIII.
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Tabla NQ;}II —BAnélisis Quimico Preliminer.

Ensayo Reaccién Resultado
Meyer S
Dragendorff )
Alcaloides Acido silicotugstico | )
Hager ;K%)fl
Bicarbonato de sodio ({?(¥}

Saponines Rosenthaler Lr;‘é;?:;:,
Triterpenos Anhidrido acético (=)
Azicares ?Zaigi;t gtg
e e e “
GlucHsidos e
Cianogénicos Buignard 3 >

(+) Positivo

(-) Negativo
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Tabla No.

III

' sobre E. histplytica en medio exenico

Efecto del extracto acuoso del Colopehtle

, 1 2.5 5 10
Tiempo/concentracidn mcg/ml meg/ml mcg/ml mcg/mL Control
Resiembre 72 hrs. 4+ +4 444 P 44
ler. subcultivo npw -t 44 444 e PPy

4B hrs.

nge | +4 44 +id 444
20. subpoultivo "AD +4 44 ++ ++ P

48 hrs.

ugH ++ 44 ++ ++

3er. subcultivo "An - + + + +44
48 hrs.
ngn + + + +

Los tratemientos empleadcs fueron identificados como:

Subcultivao npr presencia de extractao.
Subcultivo "B" ausencia de extracto.

+ |+

++4

Amibas lisadas

Escasa presencia
Nimero de amibas
Nimern de amibas
Nimero de amibas

31
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menor a 50 000/ml.
igusl o menor a 100 000/ml.
igual o menor a 200 000/ml.




Tabla No. IV Sobrevida

Désis de proteccién -

: Exfrécfd

Dbsis de curacibn . -
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Tabla,Nu..U' Titulo de anticuerpos antiamibas en
' : “gueros de hamsters tratados con los

extractos acuoso y no acuoso.

o Tratamientos

“AcC NAcC

o CP ' CC
50 500 S50 s00 ) ¢

B0 80 BO 320! 20 .80
B0 80 160 4O | 4O~ 320
80 80 40 80| 4O  BO
40 80 60 80| 20 160
40 80 160 8O 40 80

Total | 150 160 160 140 320 4LOO 500 600 160 720

Media 30 32 32 28 6l 80 100 120 32 b

Los titulos de anticuerpes antismibas de los grupos -
problemas se analizaron estadisticamente, por medio de un -
disefioc de blpogues completamente al azar de acuerdo 2 R.A. -

Fisher (9). £l modelo para el anélisis toma la forma:

xij =M fj&i + tj + ey (l?,
donde:
Xij = Varishle de respueste (titulo de anticuerpos)..

M
Bi

* Dilucidn méxima del suero que da respuesta positiva a8 la
interaccién antigeno-anticuerpo.

H

Media general.

Lt}

Es un efecto del i-ésimo blogue.
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ct
1

3 Representa un efecto del j-ésimo tratamiento.

Error.

siguientes hipétesis.

2y -

_tratamientos son.

Gy

hné;isis[déaVariénia.7 

Fuente G.L.  S5.C. ~ C.M. F
Tratamiento | 7 45 517.5 6 502 2,93
Blogues 4 7740 1 935
Error 28 - 62 020 2 215

Obteniéndose para dicho modelo una razén de varianza de
F=2.93 y una ¥ cfitica de 2.36 con = = 0.05 por lo .que se
acepta la hipbtesis alterna. :

Bajo el mismo criterio estadistico se analizaron los . -
grupos tratados y sus respectivos controles con las siguien-
tes hipbtesis.

Hipbétesis nula: No hay efecto por tratamiento

Ho iy = fp =ps --- Ajg w
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Hipbtesis alterna : ‘ :
Ha : No todos los tratamientos
son iguales. .t (5)

Analisis de Varianza .

Fuente G.L. 5.C. .M. F
Tratamiento 4 267 B32.4 66 958.1 -2.3
Bloques L 263 957.4 " 65 999.,3
Error 16 -4ph4 632.4 -29 039.5

AnAlisis de Varianza

Fuente G.L. 5.C. C.M< F
Tratamiento L 22 831.3 5 707.8 . -L.5
Blogues b 22 911.3 5 727.8
Error 16 ~20 191.3 -1 261.9

Se obtuvieron los slguientes resultados con una -
de 0.05

Proteccitn Curacidn

F critica 3.01 3.01
R.V. -4 .52 -2.3

Por lo que se acepts la hipbtesis nula en amhos casos.,!
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Tabla No. VI Presencia de absceso en los grupos

en estudio y sus controles

Tratamientos
AcP NAcP Ach NAcG

50 500 {50 500 [s0 soo |so soo [OF JCET
Presencia de
abscesos 1 L 3 2 6 2 3 = L 5136
Ausencia de
ahscesos 5 1 L [ 2 4 3 1 8] 1125
Total Sf;‘5»’ ) 15} 8 o) 6 7 L 6|61

Se plantéé’lé hipftesis rpula & probsr:

Ho: No hay diferencia en las proporciones verdaderas de los -
animales gue présentan el abscesp bajo los distintos trata -~

mientos.
Ho: P =Py, =P =P = weu= Poo= P
, A‘?F,SD_,‘,,_55‘25‘_10,,; ,,N,QC,PEJD, NACP5og cC .CPV (6)
Se calcu131X2 pq;;1E formule de Brandt y Snedecor (D
- 'ZN; B, p, - p 9 (a)
KT = 5: i i‘ _ i 7
p g

dnnde:ai = nimero de animales con absceso bajo el tratamiento

i-ésimo
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o

Total con absceso 2 ai)

= 0.5901 a8)
Total de animales probados (n) k

I
]

1-F @
1 - 0.5901 - 0.4099 |

i

- 16.72

TablS,Nn.;”II,kaesencia de amibas en los grupos. .

en estudio v sus controles.

TRATAMIENTOS
AcP NACP AcC NAcC
50 500|50 50050 sooso soo [BPJCC| T
Presencia | o, | 5 o | o 2 | 3 4 | 3| L2y

de amibas

Ausencia .
de amipas 5 1 5 L 6 4 3 3 1 21 3.
Total 6 5 7 6 8 [ 6 7 4 6] 61

Se plantea la hipOtesis nula a probar:
Hof No hay diferencia en las proporciones verdaderss de los

animales que presentan amibas bajo los diferentes trata-

mientos.
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Ho: P =P =P =P, =
ADPEO ~RAcP NACPSD NA;P5D

ewe= Poo= Py (10)
500 o

cc™ Pop
Séicélﬁﬁla X? por la Formula (7)
X% = 14,466 - 11.934 = 2.5326 = 10.268
. T.4LZ X 0.558 G.2666 . .

x% tablas con 9 G.L. y o = 0.05 es de 16.919

2 tahlas se acepta la Hipbte-

Como X2 calculada es menor gue X
sis nula.

Mediante un anélisis puntual se encontrd que existe una
diferencia entre los grupos ACFED y ACPSDD’ para verificar si

esta diferencia era significstiva se realizd una prueha de con

tingencia. g
Ho: P =P Ly
ACPSD ACPSDD
Grupo |APsg | AePggy | Total
Amibas 1 L 5
No amibas 5 1 . 6
] Total 2} 5 11
»

Mediante la correccibn de Yates

vZ = N (( ad-bc) - 0.5 N )2 S Q2)
(e+b) (c+d) (a+c) (b+d) :

Y2 ='2.23

v? - 5.02
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Tabla No. VIII  Alteraciones histopatoldgicaes en higados de

hamsters, tratados en su control.

Necrosis
Grupo FPuncibn Absceso Amibas coagulativa
& basofila

Inflsmacion

aguda Macrafagos Céapsula Granulomas

AcPsg 6/8 1/8 1/8 1/8 “1/8 1/8 1/8 7/8
AP 5/6 L/ 4/6 3/6 4/6 4/6 u/6 4/6

7/8 - 3/8 2/ 2/8 3/ 3/8 3/8 6/8

¢ 500 5/51{ : ;éfsg;f”f 2/6 . 2/6 .5.1727;3/6

A_C e "5f,5/é f':1i "':6/s‘ 58 s/s
A C 6/8 " "i;iigZéf;i‘  72/8 2/8‘ »ff¢ ;f&/8
6/6 7533fs’lfu | 3/6 3/5.;_{;ﬁ;fh/e
-7/Bif 6/8 6/8 6/8 fv 3tvj’a/a

676

CP h/six ‘*f”uyé’* ce L/6 "?,‘Qyéﬂ I

cc 6/6 - s/8 5/6 '.'L/sfj w6




0. DISCUSTION

El anélisis quimiceo preliminar demostrd que la planta -
contenia saponinas, azlcares, taninos y alcaloides, siendos -
estos (ltimos una base importante para proseguir su estudio
Farmacm;égicu ya que frecuentemente estas sustancias son ri-
cas en principias con actividad terapéuticamente Gtil (48).

En el estudio "in vitro", como se aprecia en la tabhla -
No. III, los trofozoitos de £. histolytica cultivados en me-
dip axénico, después de un tratamiento de dbsis Onica y ==
transcurridas 72 hrs. no mostraron alteraclones en su viabi-
lidad y nimero. Sin embargo después de tres generaciones de
48 hrs. se observé una disminucitn en su nimero asi como cam
bios morfolbgicos tales cemo vacoulizacibn, redondes y lisis;
ésto se did tanto en los subcultiveos de dbsis Onica como en
los de dbsis repetida.

Can respecto a la eficacia para producir absceso hep@ti-
co amibiane en les hamsters inoculados, en estudips realiza-
dos por Mattern, muestran que es posible hacerlo en un 95% -
de los casos (34). Pero en este estudio solo se logrd reali-
zarlo en el 75% de los casos, debido probatlemente al nimero
de amibas y su viabiiidad que no fue el adecuado, puesto que
el sitio de la puncibén pudo determinarse en el B83% de los -
animales y la presencia de amibas aproximadamente en el 50%
de los mismos. Finalmente el 17% de los restantes especime-
nes en los cuales no se encontrd evidencia de la puncitn hepd
tica pudiera considerarsz como falla del método, sin que ésto
indique la ausencia de amibas, ya tue se demostrd la existen-
cla de anticurrpos mediante ensayos serolbdgicos. Por otre -
parte, este Jltimo grupo no pudo ser valprado adecuadamente,
debido a que no fue posible determinar lo que sucedif, es -
decir, si hubo absceso y éste se resolvid o si nunca existid

abseeso.
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Los extractos en estudioc aparentemente no tienen actividad
toxica, puesto gue al determinar la sobrevida de los animales
presentados en la tabla No. IV, puede cbservarse que este pard
metro Fué similar en los grupos tratades y su control.

Para confirmar la presencia de E. histolytica en los hams-
ters se determind el titulo de anticuerpos antiamibs mostrados
en la tabla No. V, encontréindose estadisticemente que existian
diferencias entre los grupos prablemas gero no asi entre estos
vy sus respectivos controles, lo cual erz de esperarse ya que -
fueron animales sacrificados en diferentes periodos del estudio
1o que indicd que todos habian estado bsjo la presencia de E.
histaolytica.

Asi mismo, mediante ls& determinacibdr del an&lisis de Xz, -
para la presencia de absceso hepético smibiano, asi como de ami
bas, se encontrd gque no existia diferencia significativa entre
los grupos en estudio. No obstante por medio de un andlisis -
puntual para el parémetro gz presencia cz amibas se encontrd
gue existis diferencia entre los grupgs de proteccién AcPSD y

AcP
500’
cia para verificarlo, encontrandose qug no habia evidencia -

por lo que se decicid realizar una prueba de contingen

suficiente para rechazar lz hipOtesis de que ambos grupos eran
iguales, sugiriéndo ses aumentado el tamafo de la muestra.

Con lo gque respecta a lzs alteracior-ss histopatoldbgicas en
los higados de hamsters pressntados en 13 tabla No. VIII, estas
fueron las mismas para todos los grupos; el tipo de necrosis,
su extensidn, la presencis ce trofozoitzs de amibas, la res--
puesta inflamatoria periférica y la proiliferacidn de fibroblag
tos. Tampoco fue posible poservar difercencias en cuanto a8 la
morfologia de las amibas, su nimero y ls respuesta del huesped.

El tipo de lesidn histclogica gue se encontrd en este estu
dio no difiere tampoco de lcs abscespes hepéticos amibiangs -

reportados en otros estudics (L2). Tanto la intensidad de la
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respuesta inflamatoria como los componentes de la misma, es-
pecialmente la presencia de linfocitas y macrbofagos estuvo
en relacifn direcia con la lesidn hepética observada., Asi
mismo la prolifgracitn de fibroblastos se encontrd en todos
los ebscesos observados. Los granulomas en el tejido hepéti
co representan un tipo de respuesta inespecifica a gran can-
tided de agentes eticlbgicos (32). Entre estos E. histolyti
ca es capaz de evocar una respuesta granulomatosa en el -
higado (42). En 48 de los especimenes se observaron granulg
mas hepéticos. Se podria pensar que estos granulomas fueraon
provocados por infestacidn amibiana. Sin embargo cuando se
compararon los especimenes gue presentaron granulomas con la
presencia de la punci6n, absceso, amibas, titulos de anticuer

pos antiamibas no existid ninguna correlacidn.

L2



11. CONCLUSIQONES

El éa£uﬂib quimidn’preliminar de la corteza del tallo del

Cnlnpahtiéﬁ(Zéﬁthuxylum liebmanniarum) demostré la presencia

de sapﬁninas, azlicares, teninos y alcaloides.

Se encontrd un efecto amebicida en el extracto ecunso. -~

gsobre el trofozeoito de Entamoeba histolytica cepa HM1:IMES en

medin axénico después de tres subcultivos, sin gue influyera -

en gue fuera a una dbisis o a dbsis repetida.

En el estudio "in vivo" se encontro:

Ausencia de efecto toxico de los extractos en las dasis

empleadas.

Los especimenes estudiadas tuvieron en su organismo la -

presencia de E. histolytica.

No se encontrd diferencia significativa entre los grupos
tratados y el cantrol, en los dos parémetros evaluadas -
(presencia de absceso hepético amibiano y amibaes).

W
Las lesiones encontradas no difieren histoldgicamente -

entre los grupos problemas y su control, asi como tampoco

de los reportados en otros estudios (4L2).

5in embargo aungue no se encontrd efecto farmacoldgico de

los extractos estudiados sobre el absceso hepltico amibiano, -

no se puede descartar la posibilidad de que exista una activi-

dad intraluminal.
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12. ANE XSO

Reactivos para el andlisis fitoguimico. =

Reactivo de Mayer. Disolver'l.ZS_gi‘dE clufuro.de mercurio

en 60 ml de agua y 5 gr'de‘yndufn”GEvhdtasio."'se mezclan.
las dos soluciones y se aforan @ 100 ml de agus.. i

Reactivo de Hager. Se haceﬁuﬁéfsoiﬁciﬁn éatufahéfdé,écidﬁ

picrico en agua.

Reactivo de Wagner. Serdisﬁélyénil?;7;gfidéryud6~y'2D;gr;de

yodure de potasio aforédndolos a 1 L.

Reactivo de Dragendorff. 8 gr de subnitratg de bismuto se

disuelven en 20 ml de acide nitrico concentrado, en muy poca
agua, se disuelven 22.7 gr de yoduro de potasio, se mezclan
ambas soluciones, se decanta para separar lps cristales de ni-

trato de potssio y se diluye con agua a 100 ml.

Reactivo de Acido silicotungstico. 12 gr se disuelven en 100

ml. de agua.

Reactivo de Rosenthaler. Un»gramn;de,uainiilihé"aé;dilﬁQe‘cnn
etanol a 100 ml. ] k

Agua_de Bromo. Solucidn sa

Clorurp férricao. Se:pfeﬁai  L
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Reactivo de Guignard. 1 gr de carbonato de sodio mas 100
mg de &cido picrico se aforan a 100 ml de agus.

Reactivo de Fehling. Selucién A: 3.5 gr de sulfato de cobre
pentahidratado se diluyen a 50 ml de agua. - Solucién B: 17.5

gr de tartrato de sodio y potasic mé&s 5 gr de hidroxido de -
sodio son llevados & 50 ml con agua.

Reactivo de Benedict. 17.3 gr de citrato de spdio, 10 gr de

carbonato de sodio snhidro se disolvieron en 60 ml de =gua,
la cual se afiade lentamente y agitando 1.73 gr de sulfato de
cobre pentahidratado en 15 ml de agua la mezcla es aforada a
100 mi.

Reactivos para ls. determinacion de proteina.-

Reactivo A Mezclar ‘las 'siguientes sulucmnnes en»el urden -
presentadc y en una“prupcrc1nn de lDU :

Barb@ﬂﬂ?‘% o de "\siiﬁd'ib; al 2

Solucion Ai
T oetoan

Snluciéb“Az _ Tartrato de sod
Solucifn Ag.

Reactive B. Reactivo dé‘?nlin4Cibcéitg

cialmente.

Soluciones para la prueba de hemaglutinacidn

Soluci6n reguladora de fosfatos pH 6.4, Se.n ;q;gn;ﬁj.g;ml
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de fosfato monobédsico de potasio con 32.2 ml de fosfato dibéa-
sico de sodiao ambas al 0.15 M mds 100 ml de solucion salina
0.85%

Solucifn reguladora de fosfatos pH 7.2. Se mezclan 24 ml de

fosfato monobisico de potasio 0.15 M con 76 ml de fosfato di-
basico de sodio 0.15 M més 100 ml de solucidn salina 0.85%

Acidpo ténico. Se prepara una solucién stock al 1%, de ésta
se toma 1 ml y se lleva a 200 ml con solucibn salina al 0.85%
guedando une solucién de trabajo con una concentracién final
de 1:20 D00 de &cido ténica.

GlAbulos rojos de carnero. Se toman en forma estéril y saon

lavadps tres veces con solucién saline al 0.85%, se suspenden
al 1.5% en PBS pH 7.2 para cohtener una densidad dptica de 0.5
a 555 nm. S o

Suero normal de conejo. E1 Suerp g$,iq3CtiV§deh?T,33 min. a
560 C. R |
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