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CAPITULO I 



INTR'ODUCCION 

Los problemas de salud en México son los propios de los países en 

desarrollo, generados principalmente por enfermedades _ infecciosas y/o 

parasitarias, la ·desnutrición, la deficiencia de. higiene y la limitación de 

los servicios de salud ·a un po_rcentaje .mínimo de la .población. !li sumamos a 

esto, el elevado costo· de : ios medfoamentos, entre otras causas, por la falta 

de una industria farmacoquímica propia y el uso inadecuado de los recursos 

existentes' en conjunto se forma un panorama critico de la salud en 

Néxico.(10, 21, 34) 

Tomando en cuenta lo anterior, se' hace evidente la necesidad de encontrar 

al terna ti vas, en varias ·direccione_s, para mejorar los problemas de salud en 

México. En este sentido la organi_zaci6n Mundial de la Salud .(O.M.S.) en su 

tratado de hlma·-Ata, i918i-'prbpone' : 

1. - QUe los _pa-íses · en· desarrollo como el nuestro, hagan uso de los 

recursos naturales y .de su -- medicina - tradicional, para resolver algunos 

problemas de salud. 

2.- Impulsar la investigación multidisciplinaria de la medicina 

tradicional y de los recursos terapéuticos que utilizan, haciendo partícipes a 

los practicantes de tal medicina ( curanderos, yerberas, parteros, etc. ), y 

establecer lineamientos para su investigación y estudio. (4, 5, 29) 

se estima que aproximadamente un 75 - SO % de la población de los países 

en desarrollo hacen uso dé la medicina tradicional para resol ver sus problemas 

de salud. Los practicantes de esta medicina hacen uso de los recursos a su 



alcance: plantas, animales y minerales de la región y con mucha frecuencia su 

empleo va acompañado de prácticas mágicasy rituales. (6, 15, 16, 50) 

Quizás la impoi::tancia de la mediclna tradicional se pueda resumir a los 

tres puntos sigufo~tes ·: 

1.- Representa ·un modelo para prói::ui:ar la salud en forma eficaz, para el 

hombre en su propio alTlbierite Ítsi~o. 
2.- Las plantas::~di~inales y ani~les usados en medicina tradicional, re-

presentan fuentes pr~ci~das:· pai;~ e.1 · desarroll~ y descubrimiento de nuevos 

medicamentos, 

3.- Debido a la reserva natural de numerosas plantas y animales ofrece, 
' . 

en términos económices¡ una alternativa para curar numerosas enfennedades a' un 

costo menor.(11, 16) 

La mediCina tradicicmal podría ser, una de las alterriati vas más 

importante para resólver aigUiios de los problemas de salud en México; Pero 

debe señalarse que su adaptación' requiere de gra~des esfuerzás de 

investigación sisteináticá y multidisciplinaria. 

El estud.io multidisciplinario de la medicina tradicion~l comprende varios 

aspectos antropalógicos, beítánico y/o etnobotánico, agronómieo, químico, 

farmacológico, _clínico, económico, histórico, etC. 

La gran riqueza ·Y variedád de la flárii 'inE!XiC:aña~ la trádfdóri sol:>re el 

uso de vegetales con fines curativos, la carencia de una industria 

fannacoquímica propia, la crisis económica actual, las éondiciones de los 

2. 



servicios de salud y en general las características socioeconómicas de los 

países en vías de desarrollo desnutrición, analfabetismo, pobreza, 

dependencia externa·,. etc, entre otros hacen necesarios los estudios 

sistemáticos y multidisciplinarios, sobre las plantas medicinales mexicanas 

para proporcionar. una. alternativa .viable que resuelva algunos de los problemas 

de salud en MéXiCo. 

Las investigaciones. 'i;íue< se realizan actualmente sobre plantas medicinales 
.·· ..... ·-'. 

spn aisladas, sln.~continuidad y las bondades medicinales que se llegan a 

demostrar en estos ·.trabajos son desconocidos por los practicantes y usuarios 

de este tipo de medicina, así como también por las autoridades sanitarias 

competentes. 

Se estima que aproximadamente 3,000 especies de plantas medicinales 

registradas como medicinales, solo se han estudiado menos del 10 % en el 

laboratorio, y desde el punto de vista agronómico está lejos de llegar al 

5 % • (21) 

Como se mencionó antes, el estudio de las plantas medicinales, recursos 

terapéutico más comunmente empleado en medicina tradicional, requiere de 

estudios amplios, en varios aspectos; es por ello que en la Universidad 

Autónoma de Chapingo, Estado de México, desde el año de 1979, se realizan 

estudios etnobotánicos y agronómicos de plantas medicinales y recientemente 

estudios fi toc¡uímicos de las mismas. En lo que respecta a estudios de 

actividad biológica se ha venido trabajando en la evaluación sobre la 

prevención y curación de cálculos biliares con una planta medicinal conocida 

3. 



como ( Yerba de Sapo ) Erygium heterophylum engelm, a nivel de extracto de 

planta total y de extracto alcohólico. (3, 21, 23, 38) 

En los trabajos de exploración etnobatánica, que realiza el M. en c. 

Erick Estrada, del- Departamento de Fitotécnica de la Universidad Autónoma de 

Chapingo, utiliza la metodología de "Flujo de Información Bilateral", que 

consiste en el intercambio de conocimientos y materiales con la gente de los 

lugares estúdiados. y en el mercado la "Entrevista - compra"; Además de hacer. 

partícipes a los practicantes de la medicina tradicional• esta.metodología 

tiene las características particulares de que los beneficio'! demostrados en 

las plantas estudiadas en el labora'torio pueden '. reyertir~se ·a los usuarios y 

hacerles recomendaciones para optimizar sus pr~piedades curatiyas. (21) 

En los productos naturale_s es posible distinguir 4. fases características 

de estas investigaciones '· 

!.- La actividad bioiógica es detectáda en el material crudo y se monta 

el sistema de biovaloraci_ón para permitir la identificación de las fracciones 

activas y descartar tápidamente las inactivas. 

2.- Se fracciona el material crudo por el procedimiento químico más 

apropiado: todas las fracciones se prueban, las fracciones activas se 

fraccionan aún más, hasta que se obtiene el compuesto puro. 

3. - Se determina las estructuras química de los compuestos puros. 

4. - Se realizan los ensayos paraclinicos y de cernimiento. 

En ocasiones los compuestos se someten a Wla 11 selección ciega"; en este 

tipo de búsqueda, el criterio especifico para acciones deseadas en particular, 



no se han establecido de antemano¡ el objetivo es determinar si un nuevo 

compuesto tiene alguna actividad farmacolÓgic:a:(25) 

Finalmente el pr_ograma <le plantas medicinales de la Universidad Autónoma 

de Chapingo, destacan a1guÍ1os .. espectmenes ·vegetales, entre ellos se encuentran 

zantho>.ylumn liebmllnni~~ •. · empleado para ·el tratamiento de la amibiasis; la 

cual constituye un 'modelo '~~ec~ado. como· punto de partida para tratar de 

resolver algunos de los principales problemas de salud en México. 
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1.1. l'LIWI'EAHIEm'O DEL PROBLDll\. 

Ya que hasta ahora no se cuenta con antiamibiano ideal resulta importante 

impulsar la investigaci6n de nuevos fármacos que solo afecten al parásito sin 

dañar al huesped. En este trabajo se plante6 la determinación de la existencia 

del efecto amebicida en un extracto de la corteza del Colopatlhe ( Zanthoxylum 

liebmanniarun), planta medicinal, utilizada en la localidad de san Andrés 

Cacalluapan, Estado de Puebla, 

l. 2. OlJJEI'IVOS. 

l. - Recopilar la información botánica, etnobotánica, químico -

farmacol6gica de la especie objeto del estudio. 

2.- Efectuar las operaciones preliminares propias a la preparación de 

extractos vegetales, para verifiear la acción farmacoló;¡ica sugerida por el 

conocimiento empírico popular, 

3,- Realizar en estudio químico preliminar de la corteza de la planta. 

4.- Determinar la acción amebicida "in vitre" del extracto hexánico a 

diferentes concentraciones, 

6. 



l. 3. HIPOO'ESIS. 

En base a la información adquirida con respecto al efecto farmacológico 

asignado al Colopatlhe ( Zanthoxvlum liebmanniarun); se espera encontrar 

actividad amebicida en la corteza de la planta. 
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CAPITULO II 



A N T E C E D E N T E S 

2 .1. lJ\ AMIBIASIS • 

Debido a la alta incidencia de la amibiasis en la poblaci6n mundial, ésta 

ocupa un lugar importante entre las principales enfermedades que afectan al 

hombre. En México, se encuentra clasificada dentro de las primeras causas:de 

mortalidad. En 1984 se le consider6 responsable de la muerte de 2,072 personas, 

una tercera parte de las cuales no alcanzaban aún los 5 años de edad. ( 17, 42, 44) 

Las diversas amibas que afectan al hombre son Entamoeba histolytica, 

Naegleria gruberi y Acantamoeba. Ce las tres anteriores la Entamoeba 

histolytica es la más frecuente en nuestro medio socioeconómico y afecta en 

promedio al 20 % de la población mundial. ( 33) 

Actualmente la tasa de infección amibiana está definida como el porciento 

de la población que tiene Entamoeba histolytica en el intestino, pero este no 

es índice fiel para juzgar la frecuencia de la amibiasis clÍnica en una zona 

geográfica dada. Tal vez el único índice seguro para determinar la prevalencia 

y gravedad de la amibiasis es la cantidad de abscesos hepáticos amibianos. (33) 

De acuerdo con este criterio, demuestra que ciertos países son más 

duramente azotados por el padecimiento. La fuente de contagio y el mecanismo 

de transmisión se adquiere por la ingestión de quistes a través de los 

alimentos, en el agua contaminada o por el contagio directo ( ano - mano -

boca ).(33) 



Actuallot<nte la t.ransformación de la forma no invasora (quistes) a la 

invasora (trofozoitos) es aún desconocida, aunque se aceptan dos ciclos 

vitales un .ciclo no . patógeno durante el cual el parásito vive en la 

superficie de la mucosa. o en la luz intestinal en forma quística, nutriéndose 

de otros microorganismo.'.· y restos aliirenticios; y un ciclo patógeno,. en donde 

habita en e1 e~fl'3s;r" 'de los tejidos y se alimenta de ~los productos de 

histólisis fagoc:itan.do eritrocitos e invadiendo tejidos, adoptando la· forma de 

trofozoitos y muitipÚcánd9se por división. (9, 12i 26) 

- .... --· ' 

Algunos factores q¡¡e c~u:;aii dicha . trarisformación son los sigui.entes : 
. . 

Relativos al hu~sped;' la .amibiasis h¡¡pática, es más frecuente en el 

adulto, en mujeres de edad repréi_dué:tiva'yeri casos d~ .desnutrición. 

- Relativos al parásito~ vl~111¡ri~ia .. cle .¡~ ~~a; 'ina~~itud del inóculo y 

repetición de las infecciones ... · 

Factores asedado!!: co~xi~tencia de infecciones enteropatógenas 

{Shigella, Salmonella; g,,:.,coli), alcoholismo•· dietas ricas en colesterol y 

almidones, fatiga, etc. 

La invasión tisular amibiana desencadena una respuesta inmunológica 

caracterizada por: aparición de anticuerpos séricos, aumento de 

inmuno¡¡lobulinas séricas { Ig G ) e inmunidad celular. 

No está comprobado el desarrollo de resistencia para la reinfección, que 

puede relacionarse con lo inaccesible del parásito para los mecanismos 

irununitarios del huésped. -El éxito principal de los estudios inmunitarios 

hasta aquí ha sido ei desarrollo de pruebas serodiagnósticas ( hemaglutinación 

indirecta, precipitina, aglutinación de partículas, anticuerpos 
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fluorescentes). Como la respuesta de anticuerpos sigue a la invasión de la 

mucosa intestinal o bien a la colonización dentro del hígado, las pruebas 

serológicas son muy _Útiles para establecer la exposición tisular al parásito. 

Se han señalado· 'reacciones inmediatas y tardías de hipersensibilidad cutánea 

para antígenos de Entam~eba .en ,alguncs pacientes, pero todavl_a se necesita· una 
- ' ·,-·,-.--·.:-

valoración cuidadosa' de la esPecificidad y la sensibilidad de estos antígenos. 

Está comprobado · el efecto protector de anticuerpo local. en di versos 

sistemas, focluye!id~, .. aquellos en los que intervienen agentes bacterianos 

micóticos y virales. sin emb<irgo, no se ha descubierto un papel protector para 

Ig A secretoria o· de·.-.. inmunidad celular local para protozoarios intestinales. 

Las funciones ·de Ig A eri la inmunidad localizada para agentes microbianos; 

incluyen su efect6 neútralizante o de revestimiento de superficie epiteliales 

que impide la fijación o penetración del orgánismo. (8, 39, 48) 

A partir de las paredes del intestino los trofozoitos pueden llegar por 

vía porta al hígado, por c_ontingÜidad invadir piel y genitales; a partir del 

hígado el parásito puede invadir pleura, pulmón, pericardio, peritoneo, 

estómago, riñón, abrirse a la piel y por vía hemátlca diseminarse a distancia 

( cerebro ) • (33) 

De acuerdo al g):'ado y desarrollo del parásito en el huésped, existen 3 

grupos de fármacos que· se utilizan en el tratamiento de la amibiasis. 

l.- Los que ti~nell acción principalmente en tejidos y en la luz 

intestinal, adliii!lis_tradós por via oral, por ejemplo: los derivados 

imidazólicos, la dehidroemetina y el fosfato de cloroquina. 

10. 



2.- tos que únicamente tienen acción en los tejidos y en la luz 

intestinal, administrados por v1a parenteral, por ejemplor clorhidrato de 

emetina y la dehidroemetina. 

3.- tos que tienen acción únicamente en. la luz intestinal, administrados 

por v1a oral; con muy ¡)oca• o· nilla absorción .del int~stino ·y. que actuan por 

contacto contra lÓsctrofci~oÚos d~ ia amiba. ·se~nc~:~tr~~ de~de los antiguos 

arsenicales y • f~rrnacos yÓdados hasta . las 'nuevás ··~~id~s; ·~e ·~~e~11 un ;~dical 
clorado en su composición qu1mica. 

halogenadas, dicloacetamidas y fenantrolinas.(32; 33,•5¡) 'Cfi~a,l).·• 

.. ., 

Durante más de 50 años el tratamiento utilizado con 'mayor éxito para la 

amibiasis intestinal disentérica fue la emetina, sustancia de origer¡ nátural, 

obtenida de la Ipecacuana, pero ésta ha sido reemplazada por otros fármacos_ con 

menos efectos secundarios y ele menor toxicidad; debido a que las reacciones 

adversas se presentan en un 50 a 70 % de los pacientes que reciben este 

fármaco: siendo las reacciones cardiovasculares las más seria~ e incluyen: 

dolor precordial, disnea, taquicardia, hipotensión, ritmo de galope, dilatación 

cardiaca, insuficiencia congestiva y muerte.(41, 43) 

Actualmente los rÍledicamentos ele elección para el tratamiento de la 

amibiasis disentérica son los derivados imiclaz6licos: metronidazol, tinidazol, 

mebendazol, etc. En los últimos años se han reportado efectos carcinogénicos 

por el uso del metronidazol. Pruebas en ratas demostraron que est.e fárm"co 

incluc1a la formación ele tumores lo que ha provocado una corriente de 

opiniones para la "Food and Orug Administration" (F,D.A.) de los Estados Unidos 

ele Norteamérica, para que suprima este medicamento del mercado, Sin 

11. 
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FIGURA 1. Estructuras químicas de los grupos de medicamentos que se utilizan 

en el tratamiento de la amibiasis • 
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embargo para la amibiasis hepática, la alternativa terapéutica es 

prácticamente inexistente por el. momento. (22, 26, 35) 

2.2. GENERALillADES DE LA FilMILiA 

El género Zanthoxylüm~ pertenece a la familia de las Rutáceas, la cual 

está relacionada .eón ctiatro familias: Rutoideas, Todaloideas, Rhanbdoideae y 

Auraniloideae. (37) 

La familia Rutáceas se compone de unos 150 géneros y 900 especies, 

principalmente. arbUstos y árboles, distribuidos en regiones, tanto templadas, 

como tropicales, pero particularmente abundantes en Sudamérica y Australia. 

Las glándulas con esencia están presentes en las hojas y en otros órganos. Las 

flores, usualmente dispuestas en cimas, con 4-5 sépalos, 4-5 pétalos, 8 ó 10 

estambres y un ovario súpero. Los frutos son de diversos tipos, pero en la 

subfamilia de los citricos, Aurantioideae, es un hesperidio. Entre los frutos 

estan la naranja y el limón, la lima, la toronja, cidra y el pomelo. Hay 12 

especies diferentes de illn!§.. Otros géneros son Zanthoxylum {20-30 especies), 

Fagara { 250 especies) , Choisya ( 6 especie) , lli!J:l!.• ( 7 esp) , y otros, 

Entre los componentes de las Rutáceas se halla una amplia variedad de 

alcaloides, esencias, ramnoheterósidos, cumarinas y terpenoides. Entre los 

alcaloides están los tipos amina alcaloídicas, imidazal, indol, isoquinoleina, 

piridinas, pirrolidina, quinazolina y quinoleína, (19, 37, 54) 

Las plantas de esta familia producen gran número de esencia, en la 

corteza del tallo, en las hojas, flores y frutos¡ por consiguiente, es muy 

importante en cuanto afecta a la ciencia médica. (54) 
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Entre las actividades biológicas, destacan analgésico local y 

sistémico, anticolinérgié:os en. colícos abdominales y dismenorrea at6nica, asi 

como en el glaucoma. Actividad ·antitlimoral, antiepiléptico, antimicrobiano Y 

antigripal, al proporcÚm~r;vitamina e, entre otras. (Tabla 2). 

_, -,-.. - '·; 

2.3. GENERALIDADES. DEL GmERO • 

El género Zánthofillum comprende de 20 a 30 especies. Las especies más 

comunes son las siguientes :. ~ arborecens, .[,_ fagara, ~ limoncello y .[,. 

caribeaum.(37) 

Una descriPción generál de zanthoxvluri1•la hace Maximino Mart!nez, como 

sigue : hay variedad "n .la fÓrma> en que se ·presenta este género, se puede 

encontrar comó arbusto Y ... árbol, i . qu;: van·. desde 3 a 4. 5 metros de al tura. Los 
"-. -~ ;. . :e:- -~ ·O-· 

arbustos presentan espinas;. ·.hojas, ricos· en glándulas más o menos hundidas. 

Flores pentámeras, pequeñas, con colores variados y frutos foliculados. (47,54). 

(Figura 2). 

Se encuentra.n· amplilÍmente distribuido, al sur de América, en Estados 

Unidos de Norteamérica; Africa del sur y Australia. En México se localiza al 

norte y centro de la RepÓblica hasta llegar al sur de Oaxaca; en Michoacán, 

Hidalgo, Puebla y Chiapas. (13, 37) (Mapa 1). 

se tienen muchOs antecedentes fi toquímicos, en los que se describen una 

gran variedád de metabolÍtos secundarios, tales como. alcaloides, esteroles, 

lignanos, amidas ácidas insa tura das, fenilpropanoides, monoterpenos, 

tri terpenos y sesc¡uisterpenos. En la tabla 1 se encuentran algunos de los 

compuestos aislados de este género. (Figura 3 y 4). 
14, 



B 

D 

E 

Figura 2 • Zanthoxylurn liebmaniarum , A. Aspecto general del arbusto x 0.4 

B. Diagrama tranversal de la flor. c. Fruto foliculado x l.6 

D - E • Aspecto de la corteza, superficie exterior e interior res-

pectivamente x 0,3 .-
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TAllIA l. ALGUNOS COMPUESTOS ENCONTRADOS DEL GENERO zanthoxylum 

FUENTE COMPUESTOS REFERENCIA 
NATURAL 

Zanthoxylum ( 2S, 5s )-2,5-dibenzil-1,4-dimetilpiperazina 
1-metil-3-( 2' -feniletil) 1 H, 3H-quinazolina-

arborescens 2,4-diona 
1-metil-3-3(2' -(4' •-metoxifenil)-1H,3H-quina-
zolina- 2,4- diona. 

8-hidroxi-4, 7- dimetoxifuranoquinolina 

8-isopenteniloxi-4, 7-dimetoxifuranoquinolina ( 13,31 ) 

zanthoxylum 

fagara Skhmianina 

Scolpepetina 

Lauriflorina 

Magnoflorina 
1 

( 18 ) 

Zanthoxylum Skimianina ( 13 ) ¡, 

limoncillo 

zanthoxylum Skimianina 

culantrillo Magnoflorina ( 49 ) 

zanthoxylum Chelerytrina 

coriaceum N - metilcanadina 

Alfileramina ( 28 ). 

zanthoxylum 

senegalense Fagarina ( 40 ) .. 
- ,, 

- . 
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TABLA 1. Ail3UNOS COMPUESTOS ENCONTRADOS DEL GENERO Zanthoxylum • (continuac!6n) 

FUENTE 
NATURAL 

zanthoxylum 

thomense 

zanthoxylum 

C O M P U E S T O S 

Decarina 

zanthoxamida 

Angelina 

Norecheliretrina 

intergrifolium Intergdamina 

Intei;griguinolona 

Zanthoxylum 

siniulans skimrniariina 

REFERENCIA 

( 45 ) 

( 28 ) 

( 55 ) 
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TABLI\ 2 • ACTIVIDAD BIOLOOICA QUE PRESENTAN ALGUNOS GENEROS ~J.Ym,. 

ESPECIE 

zan thoxy l um 

zanthoxyloide • 

Zanthoxylum 
setulosus 

zanthoxylum 

fagara 

zanthoxylurn 

avicena e 

zanthoxylum 

caribaeum 

zanthoxylurn 

ple tora 

usos 

\• ,_. 

Se ha re¡:lorti.~o que ~~ la~craíces .existen 
"- ---.. - '·i:_· _,.,_ ---••• • ---· •. - • • • 

c0mpuestos ';con acti vidád . pungente' acci6n 

l.~rit~nte pa~ticular; sensación de picor. 

ReP.,lente de insectos. 

Del extracto de raíces, se encontró propie­

dades antimicrobianas. Efecto diurético. 

Antiepiléptico, antiflatulento, antigripal y 

t6nico muscular. 

En Hong Kong, lo usan como desinflamatorio 

de la garganta y para la ictericia. 

Astringente, dolor de cabeza, caústico, 

diarreas, entumecimiento de labios y lengua. 

Provoca inflamaci6n, para tratar la lepra; 

reÍlmatismo y sarna. 

Anticonwlsivo, antipirético. 
contra la erisipela; 

REFERENCIA 

( 30 ) 

2 ) 

( 14,46) 

( 24 l 

( 14 l 

( 14 ) 
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Presenta actividad biológica en las hojas y en la corteza, tales como: 

repelentes de insectos, astringente, antireumático, diurético, 

antiinflamatorio, anticonvulsivo, antipirético, etc. 

2.4. GENERALIDADES :DE IA ESPECIE ZllNTHOlCYLUM LIEIW\NIARUM. 

El Valle de Tehuacán, en el estado de Puebla, es una provincia 

xerofitica, ubicada dentro de los 18•00' a los 10•43' latitud .norte y a los 

96•55' longitud oeste; con una altitud promedio de l.',5BO·.rnetros sobre el nivel 

del mar' de clima semiárido, lluvias de verano, suelos de predominio calcáneos 

y población: Nahuas y Popolaca (Mapa 2 y 3). 

En esta zona se realizó una exploración etnobotánica de información 

bilateral ( intercambio de datos y material con la gente, curanderos, etc.) De 

estas investigaciones se obtuvieron un total de 358 plantas medicinales, de 

las cuales se identificaron 269 especies; se encontraron registradas en la 

literatura 217 y 52 fueron de nuevo registro (14.5% del total). Dentro de 

estas especies de uso medicinal se encuentra el Colopatlhe (Zanthoxylum 

liebmaniarurn) del cual se emplea la infusión acuosa de la corteza del tallo 

para el tratamiento de la amibiasis e infecciones parasitarias intestinales y 

en ocasiones como anestésico local. (22, 27) 

El Colopatlhe (ZanthoXYlum liebmaniarum) es un arbusto o árbol pequeño de 

3 a 4.5 metros de altura, se presenta sin espinas r con espinas esparcidas, 

foliolos de 1.3 cm de largo, verde amarillento y granulados, con dientes muy 

pequeños, semillas negras lustrosas brillantes. ( l3)(Figura 2). 

Este arbusto vegetal se encuentra ubicado en la República de México, en 
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la zona que corresponde al Valle de Tehuacán, entre los limites de los estados 

de Puebla y oaxaca. 

Todas las propiedades terapéuticas que se le atribuyen a esta planta han 

sido proporcionadas por los habitantes de los pueblos en que crece, todas ellas 

carecen de una base cientifica. Siendo la corteza de la planta la" única que se 

utilizado para tales fines. 
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\ ·, 

'· -·-

Mapa J. Localización geográfica del Estado de Puebla, México • 
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HIDALGO 

VERA CRUZ 

EOO. DE MEXICO 

MOREl.OS 

GUERRERO 

OAXACA 

Mapa 2. Estaclo de Puebla y localización de la región del Valle de 

Tehuacán, Puebla • 
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Mapa 3. Descripci, on geográfica del Valle de Tehuacán. 
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Figura 2. Esquema general de rutas metabolicas para la producción de alca­

loides • 
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2. 5. CROHATOORAFIA GfNERl\LIDADES E IDEHI'IFIC/\CION • 

La cromatografía puede definirse como la técnica de separación de una 

mezcla de solutos, básándose. esta separación en la diferente velocidad con que 

se mueve cada uno de los solutos a , través de un medio poroso, arrastrados por 

un disolvente en movimiento. 

se pueden distinguir , tres tipos de cromatografía : cromatografía de 

adsorción, cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de reparto. 

Cromatoarafía !Jg l\dsorci6n : las diferencias de comportamiento en la 

adsorción - deserción de sustancias contenidas en un disolvente móvil ( un 

liquido o un' gas ) , sobre un sólido estacionario, se utiliza para conseguir la 

separación de los componentes de una mezcla coloreada. La adsorción es un 

fenómeno de superficie, que se manifiesta por un aumento de concentración ::m 

la interfase que rodea el medio estacionario. 

Cromato3rafía El!!. Intercambio Iónico : se llevan a cabo con materiales 

especiales de estructura porosa e insolubles que contienen grupas reactivos 

que estan asociadas a iones lábiles capaces de intercambiarlos con los del 

~dio que les rodea. 

Se emplea en la separación de sustancias iónicas tanto orgánicas 

como inorgánicas, de polielectrolitos, como enzimas, proteínas, hormonas; 

virus, ácidos nucleicos y otras sustancias biológicas importante, 

Cromatografía !Jg reparto está basada en la separación de una mezcla de 
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sustancias mediante el reparto existente entre la fase móvil (disolvente) y la 

fase estacicnaria, soportada sobre un sólido acecuado. 

La cromato;¡rafía de reparto se lleva a cabo sobre tiras da papel filtro, 

=lumnas y capas finas de polvo de celulosa, gal de sílice húmeda y polvo de 

diatomeas (kieselgurh y celita). En cada uno de estos casos el·medfo poroso 

sirve únicamente como sopórte para .el agua, la cual actúa como un agente de 

reparto. 

CRCJ!A'IUGRAFIJ\ m CAPA FINA : La cromatografía sobre papel es muy versátil 

y sus métodos se emplean con mucha frecuencia, pero su uso se limita a 

separaciones sobre celulosa, ya que otros medios adsorbentes, como alumina y 

gel de sílice, no pueden prepararse_ en forma de tiras. Esta dificultad puede 

superarse fabricando capas finas de estas sustancias sobre placas de vidrio. 

Las capas finas preparadas sobre vidrio se denominan cromatoplacas. Se usan 

dos tipos de capas: capa sólida y capa suelta. 

PREPARACION DE Ll\S PLACAS. 

a) Capa sólida 1 las placás se preparan aplicando una capa uniforme de 

material apropiado el absorbente ) en forma de una pasta acuosa muy fina 

sobre las placas de vidrio. Es esencial para obtener óptimos resultados 

conseguir que las capas sean uniformes. El tamaño de partícula, estructura 

superficial y poder adherente del agente adsorbente debe ser controlado 

cuidadosamente para obtener resultados reproducibles. 

El espesor de las capas puede variar según las necesidades, pero 

generalmente éste es de O. 25 mm. Con capas más finas la separación es más 

rápida, pero menos efectiva. 

La capa sobre la placa se seca en una estufa a una temperatura de 100-lOSºC 
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durante dos horas; esta operación se denomina "activado" de la capa. 

Normalmente los tamaños de las placas oscilan entre 2 ,5 x 20 cm y 20 x 20 cm. 

b) Capa suelta: para la preparación de capa. suelta puede usarse cualquier 

absorbente de los. que se utilizan en la cromatografía . de columna. Pueden 

hacerse con un aparato muy sencillo, que consiste en una varilla maciza de 

vidrio con un tubito de goma en cada extremo. El material para la capa se 

extiende con cuidado sobre la placa, y sobre él se rueda suavemente la varilla 

de vidrio, con lo que se consigue una capa uniforme. El desarrollo se lleva a 

cabo en posición casi horizontal. 

ELECCION DEL J\DSORBENl'E : puede emplearse cualquier material para el 

trabajo en capa fina. Los más usuales son la gel de sílice, alúmina, 

kieselguhr, celulosa y resinas de intercainbio iónico. 

ELECCION DEL DISOLVENrE : dependerá, de la naturaleza del compuesto que 

se va a separar y del material en que la separación va a llevarse a cabo. Una 

regla general para la elección del disolvente es la comparación de la 

polaridad del disolvente y de la sustancia que se desea separar. 

APLICACioN J)j¡ IA HlJESTRA SOBRE IA PU.CA ' Las muestras se aplican en la 

linea base con un capilar muy fino y se deja evaporar el disolvente. La 

evaporación en la capa fina es más rápida, siendo no necesario el empleo de un 

secador . 

DESARRoLLo DE W PLl\CAS : 

a) Capa sólida. El desarrollo se lleva a cabo en cámaras por el método 
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ascendente. En la cámara se pone una tira de papel impregnada de di sol vente y 

que cubre la parte delantera, inferior y trasera de ésta, para conseguir que 

la atmósfera interior esté saturada con el vapor del disolvente. La cámara se 

cierra herméticamente con la tapadera de vidrio mientras se desarrolla el 

cromatograma. 

Generalmente se permite.: que el disolvente ascienda unos 10 cm antes de 

sacar la placa de la cámara. El frente del disolvente se señala con mucho 

cuidado trazando una Íínea con la punta de un lapicero. 

b) Capa. suelta. El método para desarrollar placas con capas sueltas 

consiste en el empleo· de un frasco de boca ancha con el tapón fuertemente 

ajustado. 

REVELl\00· DE· PLACAS. Este se lleva a cabo en una cámara que contiene en el 

fondo unos pocos de cristalitos de Iodo, se introduce el cromatograma y se 

deja durante unos minutos. El Iodo tiende a concentrarse en los si ti os donde 

estan los compuestos, por lo que aparece una mancha marrón. Siempre que no 

reaccione el Iodo con las sustancias el método es bueno como revelador no 

destructivo. Otros métodos que no afectan a los productos en el revelado son 

la fluorescencia, la radioactividad y los rayos ultravioletas. 

CRCl!T\TOGRl\Fil\ EN COLUMNA • 

Son numerosos los absorbentes empleados en la cromatografia de columna; 

siendo los más generales la celulosa, gel de sl'.lice, celita y kieselgurh, 

alúmina, óxido de magnesio, óxido cálcico y carbón activo. 

Llenado de la columna· Las columnas de cromatografía pueden adquirirse 
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en una gran variedad de tipos y tamaños, e incluso muchas veces pueden 

construirse con materiales sencillos de laboratorio, 

El primer paso en el montaje de la columna cromatográfica es colocarla 

fija en posición vertical. A continuación se pone en el fondo de la columna un 

pequeño disco de porcelana con varios orificios, y encima de éste un poco de 

lana de vidrio. Este dispositivo retiene el material sólido de la columna, 

mientras el liquido e1uyente puede circular libremente. 

El adsorbente puede introducirse en seco, pero lo más frecuente es 

echarlo en forma de papilla con el eluyente. Antes de introducir el adsorbente 

se echa en el interior de la columna un poco de di sol vente puro y se elimina 

el aire que puede permanecer retenido en las paredes, agitando por medio de 

una varilla de vidrio. La papilla formada por el adsorbente y el disolvente se 

agrega lentamente en porciones, lo que permite que se pose el adsorbente por 

la fuerza de la gravedad, hasta alcanzar la altura deseada. Se debe golpear la 

columna durante el llenado con un tubo de goma para fa\•orecer la formación del 

lecho adsorbente. Finalmente se abre la llave inferior de la columna para que 

salga el exceso de disolvente contenido. La altura del disolvente no debe 

exceder más de 2 a 5 mm sobre el sólido. 

DISOL\lml'ES · PARA LA CRall\'roGRAFIA EN COUlMNA. La elución de la columna 

puede llevarse a cabo empleando una serie de disolventes en los que vaya 

aumentando la pol.aiidad, Una serie típica es la que sigue: agua -- metanol 

etanol acetona -- acetato de etilo -- éter dietílico -- clorofonno 

benceno -- cii:lohexan.o -- hexano. 
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TECNICA DE SEPARACION. 

Columna de reparto. La mezcla a separar se disuelve en el disolvente 

apropiado, formando una soluci6n diluida que se introduce en la colLllll!la por 

medio de una· pipeta. El disolvente elegido debe ser miscible con el empleado 
'.> :_ 

para llenar la columna. ' La adici6n se favorece con una varilla de vidrio que 

llega hasta eliadsorbente. 

Se abre: la ·llave inferior y se deja salir el disolvente hasta que el 

nivel de la muestra esté a 1 6 2 mm del adsorbente. Se agrega el eluyente y se 

permite que fluya suavemente a través del adsorbente, ajustando la llave 

inferior a la velocidad necesaria. El flujo se continúa hasta que se han 

separado todos los componentes. 

IDE:m'IFICACION DE LOS CDIPUESTOS • 

Cuando la muestra aplicada a la columna es coloreada, se observa 

fácilmente el progreso de la separación: pero cuando las sustancias son 

incoloras, es más difícil. Pueden emplearse dos procedimientos para 

identificar y aislar los compuestos separados en la columna. El método más 

sencillo consiste en eluir durante un tiempo apropiado y después sacar de la 

cuerpo del adsorben te, con mucho cuidado, para evitar que se desmorone. Una 

vez que el disolvente se ha evaporado de la columna, se "corta" ésta en 

rodajas, se extrae can disolvente cada rodaja y se analiza el extracto. Antes 

de cortar la columna, si los compuestos no son coloreados, se aprieta contra 

ella una tira de papel para que absorba un poco de disolvente. cuando el papel 

está seco se pul ver iza con un revelador que nos indique la posición de cada 

uno de los compuestos. El papel se coloca de nuevo al lado de la columna, y de 
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esta manera sabemos qué componentes contiene cada secci6n de la columna. 

La segunda técnica, consiste en. llevar. a cabo una separación continua, lo 

que permite a los compuestos separados salir en el eluato. Un gran número de 

pequeñas fracciones de eluato se recogen y analizan por un método apropiado. 

cuando se conoce la com¡xisición de cada eluato, pueden unirse algunas 

fracciones que ·se concentran, mientras que otras se eliminan ¡xir no contener 

ningún compuesto utilizable. Algunas fracciones pueden contener varios 

compuestos, y es necesario recromatografiarlas en otra columna. La pureza de 

los compuestos obtenidos de esta manera pueden comprobarse ¡xir croma tograf ta 

sobre papel o capa fina, empleando diversos disolventes. ( l ) 



CAPITULO III 



PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. DIAGRAMA GENERAL. 

RECOLECTAR ARBUSTOS 

ANALISIS FITOQUIMICO 

PRELIMINAR 

SEPARAR CORTEZA 

MOLER CORTEZA 

E>.'TAACCION 

FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR 

DEL EXTR.~CTO HEXANICO 

PRUEBAS Fl\RNACor..o:;rcA 

PRELIMINAR 

Determinación del efecto amebicida 

de un extracto hexánico sobre ~ 

moeba histolytica cultivada en medio 

axénico ) • 



3.1. l. EXTRACX:ION • 

MATERIAL VEGETAL PULVERIZADO 

A) E>.'TRACCION CON HEXMIO 

B) FILTRACCION 

RESIDUO \'EGETAL CONCENTRACION AL YACIO 

E>.'TRACTO H"...xANICO 

CONCENTRJ\00 

ESQUFJl!l\ l. Extracción de la corteza del tallo de Zanthoxylum liebmaniarum. 
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3.1.2. ANAT.ISIS FITOQUIHICO PRELIMINAR • 

EJITRAC'Il) llEXANICO CONCENTRADO 

Bicarbo~~~o de --~~~cLo de Anhí~;;~~----cRea~~~L~-~~-~ ----~gua al Bromo Reactivo de 

sodio Rosenthaler Acético - Benedict. Cloruro Férrico Grignard 

- Fehling. 

REACTIVOS DE 

- Mayer. 

- Dragendorff. 

- Acido Sílic:o-

túngstíco. 

- Jlager. 

AU:ALOIDES SAPONINllS TRITERPENOS AZUCARES Tl\NINOS GLUCOSIIJOS 

Cll\NOGENICOS 

1'SQ(JEHA 2. ',Marcha seguida en el. análisis fitoquí:mi=. prel.iminar del. extracto hexánico de la corteza 

1del. tallo de ZantlJoxyllllll liebaeniarum 



3.1.3. FRACCIONl\HIENTO PRELIMINAR. DEL EX'l'RACfO HEXl\NICO • 

3. 

150. g DEL EXTRACTO HEXA.'IICO 

SEPARACION COLUMNA DE CROMATOOR.;F!A 

SEPARACION PLACA DE CROMATOORAFIA 

RESIDUO 

Fraccionamiento preliminar del extracto hexánico por 

cromatografía de columna de la corteza del tallo de Zanthoxylum 

liettnaniarum • 
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3.1.4. DJm!RMINllCION DEL EFECTO llHEBICIPA DE UN EX'l'IUIC'l'O HEX:ANICO SOBRE 

Wl'JIKlEBl\. ITTSTOL'ITICA CUIJrIVJUll\ m ON MEDIO AXmICO TY-I-S-33. 

TESTIGO 

AGUA ESTERIL 

RESIDUO DE LA FRACCION DEL EXTRAC'l'O HEXANICO 

DILllClONES CON AGUA ESTERIL 

1.0 mcg/ml 2.5 mcg/ml 5.0 mcg/ml 

AJUSTAR EL pH A 6.8 

ESTERILIZACION POR FILTR.~CION 

10 mcg/ml 

PARA CADA CONCENTRACION Y TESTIGO SE COLOCARON 

5 TUBOS CON MEDIO TY-I-S-33 

INOCUL.1\R 12, 000 TROFOZOITOS POR TUBO 

ENFRIAR LOS TUBOS EN HIELO DURANTE 5 MINUTOS 

SUBCULTIVOS DE 48 f!RS CON Y EN AUSENCIA 

DEL RESIDUO DEL FRACCIONkV.IEl\'TO DEL 

EXTR.~CTO HEXANICO 

CENTRIFUGAR A J,500 R.P.H. POR 5 MINUTOS 

PESECHJ\R EL SOBRENADANTE PMA CO!':CENTRAR A UN MILILITRO 

CONTAR EL NUMERO DE TROFOZOITOS VIABLES EN CADA TUBO 

ESQUEMA 4. Determinación del efecto amebicida de un extracto hexánico de la 

corteza del tallo de Zanthoxylum liel:maniarum • 

37, 



3.2. Hl\TERIAL, REl\CTIVOS Y ~ • 

3. 2.1. 1!1lTERIAL VOOETAL 

2. 7 Kg de corteza seca y molida de Cólopatlhe ( zanthoxvlwn lieananiarwn) 

recolectada en°e1· Valle· de Tehuacán, Puebla. 

3.2.2. 1!1lTERIAL BIOlOOICO • 

Entamoeba histolytica '. cepa H M I 

axénico • 

I.M.s.s. , cultivada en medio 

Cinta testigo' de esterÍ.liz~ci6n Nº ll 7 

cubreobjeto Nº 224 ic 50 l oz. Proper 

espátula de acero inoxidable, de diferentes tamaños 

frascos áinbar capacidad 50. IÍtl 

frascos de vidrio con tap6n de rosca, capacidad 150 ml 

gradilla para tubos de ensaye 

lápiz marcador resistente al calor 

manguera de hule 

matraces aforados con tap6n de 10,· so, 100; sao yiooo ml 

matraces de Erleruneyer de 10, 25, 50, 125, 250, 500, 1000 y 2000 ml 

matraz de Ri tasa to Pyrex de 250 ml 

papel glassine para pesar 
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papel parafilm "M" American company 

perillas para pipetas 

pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10 y 15 ml 

pipetas serol6gicas desechables de l , 2, 5 y l O ml 

portaobjetos para microscopio 

probeta graduadas escala de 50, l 00, 500 y 1000 ml 

tripié con tela de asbesto 

tubos de ensaye de 13 x 100 y 16 x 100 mm 

cámara de Neubauer 

tubos de ensaye con tap6n· d'C: rosca de 15. x 125 mm 

columna de vidrio Pª'ª cron<1tografía ~e 5. diferentes tamaños, en longitud 

y diámetro sox5en;,7Ci~ 1oocin, áo x 12 cm, lOO x s, 100 x 3.cm 

placa de vidrio para croinatografiá de 20 X. 20 cm 

matraces de bola de'bOéa·esmerÚada de 20001-1000, 500; 250, 100 y 50 ml 

embudos BUchner de 50; 25Ó y 500 ml 

barras magnéticas para agi taC:i6n de 5 diferentes tamaños ( de l a 5 cm ) 

vasos de precipitados de 100; 250, 500 y 1000 rnl 

soporte universal 

pinzas para bureta de 3 dedos 

frascos ámbar de vidrio con tap6n de rosca plastico de 30 ml 

frasco de vidrio con tap6n de rosca plastico de 3 ml 

embudas de extracci6n de 50, 250, 500, 1000 y 2000 rnl 

embudas de fil tracción de tallo corto y larga 

trampas para vado 

refrigerantes de varios taJna.ños, 



3. 2. 4. Rl'JICTIVDS • 

Peptona tripticasa. Broxon. 

Extracto de levadura,. Broxon. 

Dextrosa • J. T. Baker • 

Cloruro de sodio. J .T. Baker. 

Fosfato de potasio monobásico. J.T. Baker. 

Fosfato de potasio dibásico. J.T. Baker. 

Acido asc6rbico. J .T. Baker. 

Clorhidrato de L-cisteína, Sigma. 

Citrato de amonio férrico. Merck. 

Solución de vitamina NCTC - 107. Microlab. 

Vitamina B-12. Mega Pha rrna • 

Acido teótico. Sigma. 

Suero bovina. Micro1ab; 

Fosfato dibásico de sodio; J .T. Baker, 

Carbonato de sodiO; J,T, Baker. 

Hidr6xido de sodió, J. T. Baker. 

Sulfato de cobre pentahidratado, J .T, Baker, 

Tartrato de sodio y potasio. J .T. Baker. 

Reactivo de Folin Ciocalteu. Sigma. 

Azul triptano. sigma. 

Cloruro de mercurio. J. T. Baker. 

Acido pícrico. J.T. Baker. 

Yodo. J.T. Baker. 

Subnitrato de bismuto. Merck. 
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Acido nítrico. J.T. Baker. 

Acido silicotúngstico. Merck. 

Vainillina. J .T. Baker. 

Etanol. J. T. Baker. 

Bromo. J.T. Baker. 

Cloruro férrico. J.T. Baker. 

Citrato de sodio. J.T. Baker. 

Gel de silice de 30 - 70 mallas; Merck. 

Gel de silice de 70 - 230 inaUas. Merck. 

Hexano. J,T, Baker. 

Benceno. J. T. Baker. 

Acetato de etilo. J.T. Baker. 

Acido sulfúrico. J.T. Baker. 

Acido clorhídrico. J .T. Baker. 

Acido fosfórico. Merck. 

Acido acético. J. T, Baker. 

Anhídrido acético. J .T. Baker. 

Sulfato cérico, J, T, Baker, 
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3.2.5. ~POS • 

Auto clave marca Presto 

balanza analitica, Mettler AE - 163 

bomba de enfriamiento, Medi - Lab 

bomba de vado manual , de . cristal 

centrifuga sárval co'n ,refrigeración modelo RC-5 

filtro la.minar, Vece · 

fuente de poder, LXB 2103 Power supply 

incubadora Medi - Lab Nº 415 

microscopio de luz invertida, Zeiss 

microscopio óptico, zeiss 

potenciómetro corning modelo pH meter 

refrigerador, marca Whirpool de 20 pies cúbicos 

reloj, General Electric 

termómetro o - 100 ' e 

evaporador rotatorio de cristal 

calentador de vapor, Medi - Lab 

agita dores magnéticos 

lámpara de luz ultravioleta, Corning 

molino manual, marca Corona 

estufa de secado con aire caliente, Medi - Lab 
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3.3. MlfflJOOU:X:IA • 

3.3.1. ElcrRJICCICW • 

Se pesaron 2, 7 Kg de la corteza seca de la planta Colopatlhe ( Zanthoxylum 

liebmannlarun ) y se molieron en 'molino manual. 

se hicieron 'CUatr;o' extracciones: con' 16 litros. de .hexano, con una duraci6n 

por cada extracci6n· de ·3 diás,c se ·filtró y se concentr6. De esta manera se 

obtuvieron 250 g del, extracto de tiexano. 

3. 3. 2. llNALrsrs FI'IOQUIMICO PRELIMINAR 

100 g del extracto hexán.ico resultante, se utilizaron para los siguientes 

ensayos : 

ALCALOIDES. Un gramo del extracto se disolvió en 10 m1 de ácido 

clorhídrico diluido 10 % ) , se agitó y filtró hasta que éste fue 

completamente transparente. El filtrado se ensayó con los reactivos de : 

Mayer, Dragendorff, Hager, ácido silicotúngstico y bicarbonato de sodio. 

SAPONlNAS. Se disolvió un gramo del extracto en un tubo de ensaye y se 

probó con el reactivo de Rosenthaler. 

TRITERPENOS. Se disolvió un gramo del extracto en un mililitro de 

cloroformo al que se le agregó un mililitro de anhídrido acético dej ándale 

resbalar por las paredes del tubo y se dejó en reposo hasta la aparición de 

colores rojos, rosa, púrpura o azul en la interfase. 
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~· Se disolvió con agua un gramo del extracto, se filtró, se 

tomaron ali cuotas para las pruebas con: agua de bromo y cloruro férrico. 

~· Un gramo del extracto se diluyó en aproximadamente 50 ml de 

agua, se filtró y se probaron los siguientes reactivos: Reactiva_ de Beriedict. 

Se tomó un mililitro de la solución problema y se agregó un ínilili tro de 

reactivo de Benedict, 2 ml de agua y se calentó la mezcla :·-en _baño Maria, 

paralelamente se corrió un blanco. 

Reactivo de Fehling, se tomó una alícuota de 10 ml del_ extracto diluido y 

se le agregaron 5 ml de la solución A y 5 ml de la solución B,. se calentó· en 

baño ~lada, paralelarnente se cor lió un blanco, 

GLUCOSIOOS CIANOOENICOS. Una tira de papel - filtro se impregnó con 

reactivo de Grignard, el cual se colocó en la boca del,_ tubo que contenfa una 

pequeña cantidad del extracto con unas gotas de cloroformo, se calentó a 30 -

35 ' e y se observó la coloración del papel. 

3.3.3. FRACCIONl\MIEmO PRELIMINllR DEI; EXTRAC'ro llEXANICO 

Los 150 g del extiractó hexánico restantes se pasaron por una columna 

cromatográfica con 300 g de gel de sílice ( de O, 5 a o. 5 111!1\ ) empezando a 

eluir con hexano, aunientando poco a poco la polaridaci del eluyente con 

cantidades cada vez mayores de hexano y después mezclas de hexano - acetato de 

etilo hasta llegar a acetato de etilo puro. Las fracciones fUeron de 200 ml 

cada una. 

Las fracciones 60 a 66 correspondientes a la polaridad del eluyente 

hexano - acetato de etilo 90: 10, se purificaron en una placa de gel de sílice, 
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presentaron dos manchas grandes en la cromatoplaca que se revelaron con 

sulfato cérico y estas fueron observadas con una lámpara de luz ultravioleta. 

Las manchas corrE!spondientes a todas estas fracciones se rasparon, se disol­

vieron en hexano, se ·:filtró:. y después de eliminar el disolvente y secarlo al 

vacío se obtuvo 28 g de re~idúo, .7 ) 

3.3.4. PRUEB!IS Fl\RMACOLOOICAS PRELIMJ:NARES • 

Con 28 .9 de ·.residuo de extracto hexánico del Colopatlhe ( Zanthoxylum 

liebmanniarum ) , se realizaron diluciones desde !. O a 10 mcg/ml en agua 

estéril, a estas soluciones ·se le ajusto el pH a 6. 8 y se esterilizaron por 

filtración con membrana Milli¡Íore de o;i:!'mu. 

Los experimentos consisti,eron en probar 5 tubos por concentración que 

contenían 12 ml del medio. TY-I;_S~33i o.s ml de la concentración del residuo 

hexánico y 0.3 ml de la·susp;.nsión de amibas ( l.2x ¡o4 trofozoitos ), Los 

tubos fueron rnezcladós por inversión suave en 10 ocasiones e incubados a 37 °C 

en forma inclinacla.(17) 

En todos los ensayos se utilizó un testigo que correspondió al 

crecimiento típico de la célula en ausencia <lel residuo hexánico de la planta. 

El número de trofozoitos ·así camo su viabilidad fue determinado bajo las 

siguientes condiciones 

1° Los tubos se incubaron a 37°C por 72 horas, después de este tiempo se 
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observaba su motilidad y la población de amibas fue contada de la siguiente 

manera los tubos de enfriaron en baño de hielo por 5 minutos, se 

centrifugaron a 1,500" rpm por 5 minutos, desechándose el sobrenadante para 

concentrar a un .;nililitro, . del cual se tomó una al!cuota para determinar el 

número de amibas én una cámara de Neubauer, utilizando como amibas viables 

aquellas que no erarí permeable al colorante. 

2° Después de las 72 horas se realizaron subeultivos de 48 horas en 

presencia y ausencia del residuo, durante 3 resiembras. Al término de cada 

subcultivo se observó el estado morfológico de las amibas, su viabilidad y su 

número. 

Los tratamiento empleados fueron identificados como 

Subcultivo A Presencia de residuo. 

Subcultivo B Ausencia de residuo. 

Los resultados fueron tabulados con el siguiente criterio 

+/-

+ 

+ + 

+++ 

Amibas lisa das . 

Escasa presencia de amibas y /o pronunciada redondez. 

Número de amibas menor de 50 000 / ml. 

Número de amibas igual o menor a 100 000 / mi. 

Número de amibas igual o menor a 200 000 / ml. 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS Y DISCOSION 

4 .1. RESOLTADOS • 

4. l. l. Resultados de la extracción con hexano • 

250 g del extracto hex.ánico . 

4. l. 2. Resultados del análisis fitoquímico preliminar • 

Los cuales se describen a continuación . 



4. l. 2, RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR , 

' 

ENSAYO REACTIVO COLOR TEORICO COLOR DE LA RESULTAOO 

DEL REACTIVO REACCION POSITIVA 

· .. 

MEYER BLANCO PAJA PRECIPITADO COLOR ( + ) 

CREMA • 

DRAGENOORFF MARRON NARANJA PRECIPITADO COLOR ( + ) 

CASTAÑO ROJIZO 

ACIDO BLANCO - PRECIPITAOO ( + ) 
ALCALOIDES SILICOTUGSTICO AMARILLO LIGERO CRISTALINO 

HAGER BLANCO PRECIPITADO ( + ) 

AMARILLO 

BICARBONATO DE POLVO CRISTALINO PRECIPITADO ( + ) 

SODIO GRANULADO BLANCO CRISTALINO 

SAPONINAS ROSEl\'THALER BLANCO - VIOLETA ( + .) 
AMARILLO LIGERO ·- __ _e 

.... 

TRITERPENOS M'HIDRIDO TRANSPARENTE SIN CAMBIOS ( - ) 
ACETICO 

BENEDICT AZUL ROJO LADRILLO ( + ) 
AZUCARES 

FEHLING AZUL SIN CAMBIOS ( - ) 

TANINOS AGUA DE BROMO CAFE TRASLUCIOO CASTAÑO ROJIZO ( + ) 

CLORURO FERRICO AZUL VERDE OLIVA ( + ) 

TABIA 3. Resultados del aná1i.,is fitoquímico preliminar del extracto hexánic:o d~ la 

corteza del tallo de Zanthoxylum liebmaniarun 
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4.1.2. RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR. ( continuación ). 

ENSAYO COLOR DE LA RESULTADO 

DEL. REACTIVO REACCION POSITIVA 

GLUCOSIOOS SIN CAMBIOS ( - l 

Color del extracto hexáni~o café claro. 

( + resultado positivo~ 

- ) resultado negativo. 

TABIA 3. Resultados del análisis fltoquímk:o preliminar del extracto hexánico de la 

corteza del tallo de Zanthow1um liebmaniarúril • ( continuación ) 
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4. 1 • 3. Resulta dos del fraccionamiento preliminar del extracto hexánico 

FRACCIONAMIENTO VIA CROMATOGRAFIA EN COLUMNA 

ELUYENTE PROPORCION Nº DE FRACCIONES FRACCIONES OBSERVACIONES 
REUNIDAS 

' ' .. 

HEXANO 100 % l - 6 1 - 6 DESCARTADA 

HEXANO : ACE:l'ATO 
DE ETILO 95:5 7 - 40 7 DESCARTADA 

HEXANO : ACETATO 
DE ETILO 95:5 7 - .40 8 - 14 DESCARTADA 

HEXANO : ACETATO 
DE ETILO 95:5 7 .,. .40 15 - 50 DESCARTADA 

,' 

' 

HEXANO : ACETATO 1; 
DE ETILO 90:10 50 -80 ¿ ., '· 

60 - 66 ESTUDIADA 

HEXANO ACETATO ·' ·r ' ·. ' 
: 

DE ETILO 90:10 so. - 80 ' .' 67 - 80 DESCARTADA 
'' : ..... ····• .•.;• 

ACETATO DE 
·,·· .. 

ETILO 100 % Bl - ÜB· 
,· ' 

81 - 118 DESCARTADA 
,, '.··· 

,. 

Las fracciones 60 - 66 se reunieron ·y después· se. trataron C::Omo se indica en 

punto Nº 3,3.3,-

'12\BLA 4 • Cromatografía en columna del extracto hexánico de la corteza del 

tallo de zanthoxylum liebmaniarum 
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4.l.4. Resultados del efecto del residuo de la fracción del e,<tracto hexánico 

sobre Entamoeba histolytica en medio axénico· • 

TIEMPO/CONCEl\'TRA_CION l 2.5 ·5 10 CONTROL 

mcg/ml· . mcg/ml ' maj/ml rncg/ml 

RESIEMBRA 72 hrs. ,+++ 

ter. SlJBCULTIVO +++ 

48 hrs. 

2do. SUBCULTIVO +++ 

48 hrs. 

3er. SU!lCULTIVO +++ 

48 hrs. "B" +/- + +/- + 

ws tratamientos empleados fueron identificados como : 

- SUBCULTIVO "A" : presencia de residuo de la fracción del extracto hexánico. 

- SUBCULTIVO "B" ausencia de residuo. 

TABLA 5 

+/-

+ 

+ + 

+++ 

Amibas lisadas. 

Escasa presencia de amibas y/o pronunciada redondez. 

Número de amibas menor a 50 000 / ml. 

NÚmero de amibas igual o men.:>r a 100 000 / ml. 

Número de amibas igual o menor a 200 000 / ml. 

Resultados del extracto hexánico de la corteza del tallo de zanthoxylum 

liebnaniarum sobre Entamoeba histolytica 
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DISCOS ION 

El análisis fitoquS:mico preliminar demostr6 que la corteza del tallo del 

Colopatlhe ( ZanthO?tYlUJn lielxnaniarun ) , contenl:a · saponinas, azúcares, taninos 

y alcaloides, siendo estos últimos una base i'rnportant~ para proseguir· .su 

estudio farmacoquímico, ya que frecuentemente estas ·s~s.tancias.< poseen 

actividades terap€.uticas útiles, tales como : ei~t6s· anticolinérgicos, '¡>Or 

ejemplo la pilocarpina, que se usa en el tratamiento· der gÍaúc~ma y combate la 

midriasis producida por la atropina. La fisosHgmina. se ha recomendado· en la 

atonía del músculo liso, intestina"1 y genitourinario. La atropina coadyuvante 

en la anestesia, para ·disín.i11ufr 'la. salivación, causar broncodilatación y 

aumento de la frecuencia cart1.1aca,' también para disminuir el dolor seCUÍldario 

al cólico renal, ·La .nltidina, ha presentado excepcional actividad 

antileucémica, pero posee·: cierta toxicidad, por lo cual se prefiere su 

relacionado el alcaloide ·fagaróíiina, que carece ele las propiedades citotóxicas 

de la ni ti dina. 

La tecnología especifica comprendió la obtención de un extracto en 

hexano, del cual mediante múltiples reactivos se le realizó un estudio 

fi toquímico para determinar la presencia de diferentes compuestos orgánicos; 

luego por cromatografía de columna y de placa fina, se aisló un residuo; que 

correlacionado el efecto farmacológico asignado a la planta en forma empírica, 

se determinó " in vitre " sU acción sobre los trofozoi tos de Entamoeba 

histolytica 
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En el estudio "in vitro" , como se expone en la tabla de resultados 

4. l.4. los trofozoitos de Entamoeba histolytica cultivados en medio 

axénico, después. de un tratamiento de dosis única y transcurridas n horas no 

mostraron alteraciones en su viabilidad y número, por el ·contrario su 

multiplicación siguió un patrón norma.lo sin em1:>argo, despu~s de tres 

generaciones ( subcultivos ) de 48 horas, se observó' una disminución en su 

número así como cambios• morfológicos ta~és ·como·' vacúolizació~, redondez y 

lisis; estos se dió tanto en los subculti_vos de d~sis única coino en los de 

mayor concentración de residuo hexánk:o. 
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CAPITULO V 



CONCLUSIONES 

De las plantas medicinales utilizadas en algunas comunidades rurales del 

estado de Puebla, se eligió el Colopatlhe ( Zanthoxvlum liebmanniarun ) por 

que se le usa contra la amibiasis, enfennedad muy común en esa zona y en toda 

la República • 

A la corteza del taUo es la que se le atribuyen efectos terapéuticos, 

siendo la única parte de.,la planta estudiada • 

su análisis. fit~ímico demostró la presencia de saponinas, azúcares, 

taninos y alcáloides .. Así. como la ausencia de glUc6sidos cianogénicos y 

tri terpenos 

Se encontr6 uri efecto ,"amebicida >en el extracto haxánico, que contiene 

los alcaloides, sobre ·ei' troiozofto '.de la Entarnoeba histolytica, cepa H N I : 

I N s s en medio axénié:o; qespués de tres subcultivos, sin que existiera una 

diferencia significativa en cuanto a dosis única o dosis a mayor 

concentración . 
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APENDICE 

a) Reactivo de Mayer. 

Disolver 1.36 gr de cloruro de mercurio en· 60 ml de agua y 5_ gr de yoduro 

de potasio. Se mezclan,·1as dos soluciones y se afora a 100 ml de agua. 

b) Reactivo de Hager •. 

se hace una solución. saturada de ácido pícrico en agua. 

c) Reactivo de Wagner. 

se disuelven 12. 7 gr de yodo y 20 gr de yoduro de pé>tasio aforándose a l 

litro. 

d) Reactivo de Dragendorff. 

8 gr de subnitrato de bismuto se disuelvén en 20 ml de ácido ní trice 

concentrado. En muy poca água se disuelven 22.7 gr de yoduro de.potasio, 

se mezcla~ ilmbas scüui:lones, se decanta para separar los cristales de 

nitrato de potasio y se diluye con agu_a a 100 ml. 

e) Reactivo de ácido sílico-túngstico. 

12 gr se dis_uel ven en 100 ml de agua. 

f) Reactivo de Rosenthaler. 

Un gramo de vainillina se diluye con etanol a 100 ml. 
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g) Agua de bromo. 

Solución saturada con vapores de bromo. 

h) Cloruro férrico. 

Se prepara una solución al l % en agua. 

i) Reactivo de Grignard. 

l gr de carbonato de sodio más 100 nq de ácido plcrico se afora a .100 ml 

de agua. 

j) Reactivo de Fehling. 

Solución A : 3.5 gr de sulfato de cobre pentahidratado se diluyen a 50 ml 

de agua. 

Solución B : 17. 5 gr de tartrato de sod·i;, y. potasio más 5 gr de hidróxido 

de sodio son.llevados a 50 Ínl de agua• 

k) Reactivo de Benediét. 

17.3 gr de citrato de·sodio1 10 gr·de carbonato de sodio anhidro se disolvie­

ron en 60 iii1 dé agüa, la cual se añade lentamente y agitando l. 73 gr de 
. . . 

sulfato de cobre pentahidratado en 15 ml de agua es aforada a 100 ml • 

l) CUlt;ivo axénico de EÍltamoebá histolytica. 

Para el cultivo axénico de Entairoeba histolytica se utiliza el medio de 

cultivo TY-I-S-33 constituido por los siguientes com.,anentes : 
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g[!g!Q NUTRITIVO 1. Y 

Peptona tripticasa 

Extracto de levadura 

Dextrosa 

Cloruro de sodio 

Fosfato .de ¡>Otasio monobásico 

Fosfato de p0tasio dibásico 

Acido L-ascórbico 

Clorhidrato de L-cisteína monohidratada 

Citrato de amonio férrico 

Agua destilada 

PROCEDIMimro • 

cantidades en gramos 

2.0 

1.0 

1.0 

0.2 

0.06 

0.1 

0.02 

0.1 

0.00228 

87 ml 

Se disuelven los reactivos en el orden presentados con aproximadamente 50 

ml de agua destilada, se ajusta· el PH.a 6.8 - 6.9 con NaOH 0.1 ml ; después se 

llevan a un volumen de 87 ml é:on agua destilada. El medio T - Y se clarifica 

mediante filtración a través de filtro Whatman # 1 y se esteriliza en 

autoclave a 121 • e durante 15 minutos. 

PREPARACION DEL MEDIO DE cmir!\ÍÓ TY - S - 33 • 

Para cada 75 ml de caldo TY, se adiciona en condiciones estériles 3 11\l de 

de mezcla vitaminica MicÍ'.Ólab y 15 ml de suero bovino inactivado dura.rite 30 

minutos a 56 • e • 
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PRUEBA DE ESTERILIDMI • 

Esta prueba de esterilidad se lleva a cabo para determinar la existencia 

de una posible contaminación por bacterias, y es como sigue: se incuba el 

medio TY-I-5-33 durante 24 horas a 37° c. 

Transcurrido este tiempo· 'se observa al· microscopio. con el fin de 

descartar una posible cóntarnill~ci6ri •. • 

INOCUIACION DE LOS TROFOZOrros' r.i:/MEDio DE cuurrv0 TY.:.r:..s-33 • 

Para la inoculación .de t·~~f~zoit~~ .·· ¡l<rnédio TY.:.r-S-33 se llenaron en 

forma estéril tubos de ensaye con taP<>ri de rosca ·.:1é ii ml 'de medio. Los tubos 

con crecimiento óptimo é!E! amibás • · fÚerori enÚiad~~ en un. baño de hielo por 5 

minutos, para despreÍlder las. cél~las de' lÍl' P<>.rea:del tul:>o., se invirtió en 10 

ocasiones homogenización y ' }e r~al.l.zó el co11teo del: número de 

trofozoitos reselllbrados con un inéiculo 'de '1.2 >e l04;arnibas~n o.3 mi·'. 
para su 

N!MRO Y VIABILIDAD DE TROFOZOITOS' • 

La determinación del n~i'o de células se realizó mediante el uso de 

una cámara de Neubauer y una pipeta. para glóbulos. blancos, con los siguientes 

cálculos : 

Donde 

A X B X C = céltilas / ml 

D 

A = suma de los cuatros cuadrantes grandes de la cámara de Neubauer. 

B = Dilución de la pipeta 1 1 20 . 
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e = Factor para determinar el valor por nvn3 ( 10. ) • 

o = Número de cuadrantes -( 4 ) • 

E = Factor para determinar el valor por ml ( 1000 ) • 

La viabilidad se determina. utiHzando azul de triptano al 0.04 % 

considerando comó amibas viables aquellas que no eran permeables al colorante. 
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Anticoliné.rgico. 

GLOSARIO 

Agente que bloquea el paso de los. impulsos a través de los 

nervios parasimpáticos. Parasimpaticolítico. 

AnticanVUlsivo. Agente propio para combatir las convulsion.es. 

Antiepilético. Remedio contra la epilepsia. 

Antiinflamatorio. Que causa disminución de la_· innamación. 

Antigripai. Agente sintomático contra.el catarro comón. 

Antimicrobiano. Que impide el desarrollo de. los· microbios. 

Astringente. sustancia que produce .;ons~fi.~.;~ón :y_ sequedad. 

Antipiréritico. Agente que se usa contra la hiperterinia o fiebre. 

Atonía. Falta de la fuerza o tono normal de .un órgano contráctil. 

Broncodilataci6n. Acción de dilatar el árbol bronquial. 

caústico. Quemante o corrosivo, destructor de tejido vivo. 

citotáxicas. Que posee la acción de una citotoxina. 

Diurético. Agente que aumenta la secreción de orina. 

Erisipela. Enfermedad aguda febril y eruptiva, causada por el Streptococcus 

erysipelatis, caracterizada por placas rojas y reborde bien defi­

nido y ataque al estado general. 

Glaucana. 

Ictericia. 

Pungente. 

Repelente. 

Enfermedad del ojo, caracterizada por aumento de la presión in­

traocular, dureza del globo del ojo, atrofia de la papila y ce-

guera. 

Coloración amarilla de la piel, mucosas y secreciones, debido 

a la presencia de pigmentos biliares en la sangre. 

Punzante, acción irritante particular, acompañado de una sensa-

ción de picor. 

Que repele, por su olor o naturaleza a insectos, parásitos, etc, 
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