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CAPITULO I



INTRODUCCION

Los - problemas  de  ‘salud .en México son 10s propios de los pafses en
desarrollo, generados principalménte ,'pox." enfemédédes " “infecciosas y/o
parasit:anas, la -déénutricién} 1a deflciencia de higiene y 1a limitacién de

los servicios de salud a un, porcentaje minimo de la poblacion. Si sumamos a

esto, el elevado costo _’e 1os medicamentos, entre otras causas, por-la falta

de una industria farmacoq’uimica propia y el uso inadecuado de 'los recursos’

ex1stentes,~ en: conjunto .'éey‘ ‘Eoma_ un panorama critico. de la salud-en

México. (10, 21, 34)

Tomando -en cuenta 1o ‘an'teriozj,j se\'hace evidente la necesidad de encont:tar o

alternativas, en varias direcciones, para mejorar los problemas de salud en

México. En este sentido 1a Organizacién Mundi 1. de la; Salud (0 M S, ) en su

tratado de P.lma-Ata, 197

1.~ Que J.os pa&ses esal rbiib como- el - nuestro, hagan uso  de los
recursos naturales y de su medlcina tradicional, para resolver algunos
problemas de salqd.

2,- Impnlsa; la investigacién multidisciplinaria de 1a medicina
tradicional y de los recursos terapéuticos que utilizan, haciendo participes a
los practicantes de tal medicina ( curanderos, yerberos, parteros, etc. ), y

establecer lineamientos para:su investigacidn y estudio.{4, 5, 29)

Se estima que aproxin\'ad"amente un 75 - 80 % de la poblacién de los paises

en desarrollo hacen uso de la medicma tradicional para resolver sus problemas

de salud. los practicantes de esta medicina hacen uso de los recurscs & su



alcance: plantas, ' animales. y minerales de la regién y.con mucha frecuencia su

empleo va acompafiado-de practicas migicasy rituales. (6, 15, 16, 50)

Quizés 1a 1mportancia de: 1a medicina tradlcional se pueda resumir a ‘los

tres puntos siguiente

l.- Representa ‘un modelo para procurar la salud en forma eficaz, para -el

hombre en su propio

2.~ Las fplantas dicinales y»‘animales usados'en ‘medicina tradicional, re-

presentan fuentes pr i

medicamentos.:

costo menor.(1ll, 16)

La medic’inaf e dicionai’: pbdi:ia ser,' una. de’. las altnrriéhivas mas

importante para reso algunos de 1os problemas de salud en: Nexico. Pero

debe senalarse q'ue sula 1 ptacion, requiere de .graq;]es esfuerzos de

investigacidn sishé{na 3 multidisc:.plinaria .

El estudio multidiscipiinario de la medicina iradicionz-;l comprende ‘varios
aspectos i ayittoibolé’giéos, botanico® y/o etnpbotéﬁicb;f agronémico, quimica,

farmacoldgico, clfnico; econémico, histérico,.etc.

La gran riqueza-y:variedad- de-la “flora-wexicana; 1a tradicién sobre el
uso de vegetales con fines . curativos,  la. carencia  de ’una “industria
farmacoquimica propia; la- crisls’ econémica actual, las condiciones dé los
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servicios de salud 'y en.general .las caracter{sticas socioeconémicas de los

pafses en. vias de deéarr@llo - (- desnutricién, analfabstismo, pobreza,

dependencia extierha’, etc.‘ ] ‘enr;z:é' ‘otros hacen necesarios los estudios

sistemdticos. y multidisciplinarv s,‘ sobre 1as plantas medicinales mexicanas

para proporcionarh va viable que resuelva algunos de los problemas

de salud en México

Las investigaciones que ,fealizan actualmente sobre plantas medicinales
son aisladas; uidad y las bondades medicinales que se llegan a
demostrar en estos ttabajos son desconocidos por los practicantes y usuarios

de este tipo: de medicma, asi 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 agrondmico estd lejos de llegar al

5% .{21)

Como se menciond antes, el estudio de las plantas medicinales, recursos
terapéutico mds comunmente empleado en medicina tradicional, requiere de
estudios amplios, en varios aspectos; es por ello que en la Universidad
Autbnoma de Chapingo, Estado de México, desde el afio de 1979, se realizan
estudios etnoboténicos y agronémicos de plantas medicinales y recientemente
estudios fitoquimicas de las mismas. En lo que respecta a estudios de
actividad biolbégica se ha venido trabajando en la evaluacién sobre la
pravencién y curacién de cAleculos biliares con una planta medicinal conocida

3.



como { Yerba de Sapb ) Erygium heterophylum engeilm, a nivel de extracto de

planta total y de:-extracto alcohdlico.(3, 21, 23, 38)

En los trai:ajos de exploracién etnoboténica, que realiza el M. en C.
Erick Estrada, del' Departamento de Fitotécnica de la Universidad Auténpma de
Chapingo, utiliza"' 12 metodologia de 'Flujo de Informacidn Buate'ré'l!','q\':e
consiste en:el: intercambio 'de conacimientos y materiales con 1a gente de 108

lugares est;udiados y en el mercada la "Entrevista .- Compta“; Ademés de hacer, s

participes a ‘los practicantes de 1a medicina cradicional, esha metodologia

tiene 1las caracteristicas particulares de que los benefu:ios demosttados en

las plantas estudiadas en el 1aboratorio pueden re"‘ b se-,a los usuanos b4

hacerles recomendaciones para optimizar sus propiedades curativas (21)

En los productos natﬁta;eﬂs'r es posible disting}éir ‘47 ,yféjses*caracteri'stiéas

de estas inves\:igaciones ¢

1.~ la actividad bxolégica es detectada en el material crudo y se monta
el sistema de bxovaloracion para permiti.r la identxficacion de las fracciones
activas y descartar rapldamente 1as inactivas.

2.~ Se fracciona el material crudo por - el procedimiento quimico més
apropiado; todas 1las fracciones se prueban, las fracciones activas se
fraccionan alin més, hasta gue se obtiene el compuesto puro.

3.~ Se determina las estructuras quimica de los compuestos puros.

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

En ocasiones los compuestos se someten a una “seleccidn ciega”; en este
tipo de bisqueda, el criteric especifico para.acciones deseadas en particular,

4.



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

compuesto tiene alguna agtividad 't‘armacolég;cai(ZS), o

Finalmente el programa de p).antas medlcinales de1a Universidad Autonoma

de Chapmgo, destacan alguncs especimenes vegetales, entre euos se encuentran

Zanthm;zlumn nebmanniarun : eado para el trabamiento de 1a amibiasis, 1la

cual constltuye un modelo adecuado coma punto de partida para tratar de

resolver algunos de 1os principales ptoblemas de salud en ‘México.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Ya que hasta ahora no se cuenta con antiamibiano ideal resulta importante
impulsar la investigacién de nuevos firmacos que solo afecten al pardsito sin
dafiar al huesped. En este trabajo se planted la determinacién de la existencia
del efecto amebicida en un extracto de la corteza del Colopatlhe { 2anthoxylum
liebmanniarun), . planta medicinal, utilizada en la localidad de San Andrés

Cacalluapan, Estado de Puebla.

1.2. OBJETIVOS.

1.- Récopilar la informacién boténica, etnoboténica, quimico -
farmacolégica de la especie objeto del estudio,

2.~ Efectuqf las operaciones preliminares propias a la preparacidn de
extractos vegetales, para verificar la accién farmacoldgica sugerida por el
conocimiento empirico popular.

3.- Realizar en estudio quimico» preitiminar de la corteza de la planta.

4.~ Determinar la accién amebicida "in vitro" del extracto hexédnico a

diferentes concentraciones.



1.3. HIPOTESIS.

En base a la iniomacién adquirida con respecto al efecto farmacoldgico

asignado al - Colopatihe { Zanthoxvium llebmanniarun); se espera encontrar

actividad amebicida en 1a corteza de la planta.
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CAPITULO II



ANTECEDENTES
2.1. LA AMIBIASIS .

Debido a la alta incidencia:de la amibiasis’ en la poblacién mundial, ésta
ocupa un lugar 1mport'alnte;entre» las principales enfermedades que afectan al
hombre. En México, se encuéntra} clasificada dentro de las primeras causas:de
mortalidad. En 1984 se J‘.e‘ ébnsideré responsable de la muerte de 2,072 personas,

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

Las diversas amibas que afectan al hombre son Entamoeba histolytica,
Naegleria gruberi y Acantamoeba. De las tres anteriores la Entamoeba
histolytica es la mis frecuente en nuestro medio socioecondmico y afecta en

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

Actualmente la tasa de infeccién amibiana estd definida como el porciento
de la poblacién que tiene Entamoeba histolytica en el intestino, pero este no
es {indice fiel para juzgar la frecuencia de la amibiasis clinica en una zona
geogréfiga dada. Tal vez el Unico indice seguro para determinar la prevalencia

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

De acuerdo con este criterio, demuestra que ciertos paises son mis
duramente azotados por el padecimiento. La fuente de contagio y el mecanismo
de transmisién se adquiere por 1la ingestién de quistes a través de los
alimentos, en el agua contaminada o por el contagio directo ( ano - mano ~

boca ).(33)



Actualmente la. transformacién de. la: forma no -invasora (quisées) a la
invasora (trofozoitos) es - ailin - .desconocida, aunque . se aceptan' dos ciclos
vitales : un’ ciclo no patogeno durante el cual el parésico vive en: la'

superficie de la- mucosa ‘o en la luz intestinal en forma qu1stica, nutrlendose‘

de otros microorga Lsmi Sy estos alipenticios; y un ciclo patogeno, en donde

habita en *"éi "‘,espesor de los tejidos vy se anmenta de 1os productos de’.

histolisis fagocitando erihrocitos e invadiendo tEJidOS, adophando J.a forma de

trofozoitos 'y, multiplicandose por division (9, 12, 26)

Algunos: factor S’ que causan, dicha' transfomacién son los siguientes ;

s més f:ecuente en el

amibiasis hepética .

- Relativos al parésito

repeticidn de las infe ciones.

- Factozes asociados de " infecciones’ enteropatogenas

‘coexistencia :

{Shigella, - Salmon 1
almidones, Eatiga, etc. :

'g:ol'i),,, alcoholismo, dietas ‘ricas  en colesterol 'y

La invasién -tisular -amibiana desencadena 'una  respuesta inmunolégica
caracterizada ~ por: ‘a'paricién' de = anticuerpos séricos, aumento de
inmunoglobulinas sé:icaé "( : ig G ):e inmunidad celular.

No estd cbmproﬁado;el desarrollo de resistencia para la reinfeccién, que
puede relacioné‘rsek con’ 10 inaccesible del pardsito para los mecanismos
inmunitarios dé; bqésﬁed. -EL éxii:o principal de los estudios inmunitarios
hasta aqui ha sid§ ei desarrollo ‘d‘e pruebas serodiagndsticas ( hemaglutinacién
indirecta, precipitina, - ag;@tinacién de particulas, anticuerpos

9.



fluorescentes).’ Como - 13 respuesta de -anticuerpos sigue a la invasidn de la
mucosa  intestinal o bien a 1a colonizacion dentro del higado, las pruebas
serolégicas - son muy uciles para establecer la exposicxon tisular al parésmo.“

Se han seflalado: reacciones inmediatas y tardias de hipersensibilidad cuténea

para antigenos de Ent:amoeba en alguncs pacientes, pRaro todavia se necesita una

valoracién cuidadosa ‘de:la especificidad y la sensibilidad de estos antigenos.

Esté .édnipfobadb e1 “efecto’ prohector de anticuerpo local. en diversos

sistemas, inclu .en ‘108 que 1nterv1enen ~agentes bacterianos
micdticos -y virales sin embargo, no sé ha descubierto un papel protector para

Ig A secreto;ia' 0. a imuqidgq celula; 1ocal para protozoarios intestinales.

Las funciones de. Ig A“en’la . inmunidad localizada para: agentes microblianos;
inciuyen su efecto neutralizante o de revesbimlento de superficie epiteliales

que impide 1la fljacién o penetracion del organismo.(8, 39, 48)

A partir.de las paredes del “intestino los trofozoitos pueden llegar por
via porta al higado, por @:éntiﬁgﬁAiéad jinvadir plel y genitales; a partir del
higado el paré_é,ité puede " invadir pleura, pulmén, pericardio, peritoneo,
estémago, riﬁén,“ ab_rirse a“la plel y por via hemitica diseminarse a distancia

{ cerebro ).(33)

De acuerdo al vg‘rv.jad‘o,,yr desarrollo del parésito en el huésped, existen 3
grupos de fém\acos: q\;‘e-s‘ej,utilizan en el tratamiento de la amibiasis.

l.- los que tiénéﬁ aceién principalmente en tejidos y en 1a luz 3
intestinai, adr?unistrados por- ‘via oral, por ejemplo: los derivados
imidazélicos, 1la dehidroémehina y el fosfato de cloroquina.

10.



2,~ los que dnicamente tienen accién:.en- los- tejidos y en la luz
intestinal, = administrados..por - ‘via parenteral, por ejemplo:- clorhidrato de

emetina y la dehldroemebina.

3.~ los que tienen accion unicamente en la 1uz intestinal, administrados

por via oral; con muy poc

Durante mids de 50 aflos el tratamiento utilizado col mayor exito para la

amibiasis {ntestinal disentérica fue la emetina, sustancia de origen natural,

obtenida de la Ipecacuana, pero ésta ha sido reemplazada por otros fém og qop

menos efectos secundarios y de menor-toxicidad; debido a q\.;e 1a5f~£eaéé;bnes
adversas se presentan en un 50 a- 70 % de los pacientes. que reciben “este
farmaco; slendo las reacciones cardiovasculares las mis seriag»efiné]@yeh“:
dolor precordial, disnea, taquicardia, hipotensién, ritmo de galopé, dilatacién

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

Actualménte. los  medicamentos de eleccién para el tratamiento de 1la
amibiasis disentérica son los derivados imidazélicos: metronidazol, tinidazol,
mebendazol, etc: En los (ltimos aflos se han reportado efectos carcinogénicos
por el uso del metronidazol, Pruebas en ratas demostraron que este firmaco
inducfa la formacién de tumores , 1o que ha provocado una corriente de
opiniones para la "Food and Drug Administration" {F.D.A.) de los Estados Unidos
de Norteamérica, para que suprima este medicamento del mercado., Sin

11,
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FIGURA 1. Estructuras quimicas de los grupos de medicamentos que se utilizan
en el tratamiento de la amibiasis .
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embargo para  la amibiasis hepitica, 'la alternativa terapéutica es

practicamente inexistente por el momento, (22,26, 35)

2.2. GENERALIDADES DE LA FAMILIA .~

El género Zantho& 1um ':;perbenec'e_a la familia de las Rutdceas, la cual
estd relacionada ‘,cén_’tﬁﬁatro ‘familias: Rutoideas, Todaloideas, Rhanbdoideae y

Auraniloideae. (37)

La familia. Rutéceas se. compone de unos: 150 ééne}:os y‘ 900 especies,
principalmente*arbhﬁtos y. drboles, distribuidos en regiones, tanto templadas,
como tropicales, pero particularmente abundantes en Sudamérica y Australia.
Las gléndulas. con esencia estén presentes en las hojas y en otros Srganos. las
flores, usuailmente dispuestas en cimas, con 4-5 sépalos, 4-5 pétalos, 8 6 10
estambres y un ovario sfpero. los frutos son de diversos tipos, pero en la
subfamilia de los citricos, Aurantioideae, es un hesperidio. Entre los frutos
estan 1a naranja y el 1limdn, la lima, la toronja, cidra y el pomelo. Hay 12

especies diferentes de Citrus. Otros géneros son Zanthoxylum {(20-30 especies),

Fagara {250 especies), Choisya (6 especie), Ruta,{7 esp), y otros,

Entre los componentes de las Rutdceas se halla una amplia variedad de
alcaloides, esencias, ramnoheterdsidos, cumarinas y terpenoides. Entre los
alcaloides estdn los tipos amina alcaloidicas, imidazol, indol, isoquinoleina,
piridinas, pirrelidina, quinazolina y quinoleina. (19, 37, 54)

Las plantas de esta familia producen gran nimero 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)

13.



Entre las actividaﬁes biolégicas, destacan 3 analgésico local y
sistémico, anticolinérgicos en co].icos abdominales y dismenorrea aténica, asf

como en el glaucoma Acti‘ dad antitumoral. antiepneptico, antimicmbiano y

antigripal, al proporciona v1\:amina ,.entte obras.(TabLa 2).

2.3. GENERALIDADES'DEL GENERO .

El generc Zantho:_cxlum comprende de 20.a 30 especies. Las especies mds

comunes son las si wientes & 2o arbozecens. _2_. fagara, 2. limoncello y 2.

caribeaum.(37) -

Una descripcionb general de zanthoylnm 12 hace Maximino Martinez, como

sigue : hay variedad en 1a form e :présenta este género, se puede

encontrar como arbusto Y ér: : ‘&e,sde 3 a 4.5 metros de altura. Los

arbustos presgntan, espinas;.; hojas;- ricos' ‘en-gléndulas mis o menas hundidas.

Flores pentémeras, pequefias; con’colorés variados'y frutes foliculados.(47,54)

(Figura 2).

Se encuentx:an ampliamente distnbuido, .al sur de América, en Estados
Unidos de Nortea.merica, Afrg:icarndel. Sur y Australia, En México se localiza al
norte y centro- : dev ,J.a; Rep\ibiicé '}i‘absgta llegar al sur de Oaxaca; en Michoachn,

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

Se tienen-muchos anteéédentes fitoquimicos, en los que se describen una

gran variedad de, xhéf.‘abo}.ﬂ;os secundarios,; tales como: alcaloides, esteroles,

lignanos, amxdas . &cidas insaturadas, fenilpropanoides, monoterpenos,

triterpencs y sesguistérpehos. En la tabla 1 se encuentran algunos de los

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



Figura 2 . Zanthoxylum liebmaniarum . A. Aspecto general del arbusto x 0.4
B. Diagrama ,tranvérsal de.la flor. C. Fruto foliculado x 1‘.6'1 i
D - E . Aspecto de la corteza, superficie exterior e interior res-

pectivamente x 0.3 .-



TAHLA 1. ALGUNOS COMPUESTOS ENCONTRADOS DEL GENERO Zantho_xy' ium- .

FUENTE CONPUESTOS REFERENCIA.
NATURAL RN

Zanthoxyium { 28,55 )-2,5~dibenzil-1,4-dimetilpiperazina
l-metil-3-(2'-feniletil) 1 H,3H-quinazolina-
arborescens 2,4-diona

l-metii~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 Skimmianina

Scolpepetina

lauriflorina

Magnofiorina {18 )
Zanthoxylum | Skimnianina bty
limonciile ' ; o
Zanthoxylum Skimmianina i
culantrillo Magnoflorina ; A 49.)

Zanthoxylum Chelerytrina
coriaceum N ~ metilcanadina . . .
Alfileramina ) (:28 )0

Zanthoxylum

senegalensa Fagarina ‘ (40 ) e




TABLA 1. ALGUNOS COMPUESTOS ENCONTRADOS DEL GENERO Zanthoxylum . (continuacién)

FUENTE COMPUESTOS REFERENCIA
NATURAL . RE
Zanthoxylum
thomense Decarina :
zanthoxamida -
Angolina :
Norecheliretrina (45 ) -
Zanthoxylum :
intergrifolium | “Interg ina :
g gr: ’guingdloﬂ’a"
Zanthoxylum -
siniulans Skimmianina -
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TAHLA 2 . ACTIVIDAD BIOLOGICA QUE PRESENTAN ALGUNOS GENEROS Zanthoxylum,

ESPECIE . * REFERENCIA
Zanthoxylum i ces 'exLSt’en:‘
: d’pungente, aceién

irritante articular, sensacion de picor. (30)
Zanthoxylum S :
setulosus - Repelente de insectos. { 2)
Zanthoxylum Del extracto de rafces, se encontré propie-
fagara dades antimicrobianas. Efecto diurético.

antiepiléptico, antiflatulento, antigripal y

ténico muscular. (14,46)
Zanthoxylum - En Hong Kong, lo usan como desinflamatorio
avicenae de la garganta y para la ictericia. { 24)
Zanthoxylum Astringente, dolor de cabeza, cafistico,
caribaeum dlarreas, ent\zmecimiento de’ labios ¥, lengua.

Provoca inflamacién, para tratar la 1epra,

'reumatlsmo 'y sarna . (14
Zanthoxylum An'ticor'xirix,lsi‘\:(o r Aﬁti‘piréti‘co o
pletora Contra la erisipela (14)
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Presenta -actividad bioldgica en las hojas y en 1la corteza, tales como:

repelentes dé . insectos, astringente, antireumitico, diurético,

antiinflamatorio, anticonvulsivo, antipirético, etc.
2.4. GENERALIDADES ‘DE LA ESPECIE ZANTHOXYLUM LIEFMANTARUM.
El yva,lie“ de . Tehuacdn, en el estado de Puebla,~ es una provincia

xerofitica, ubicada dentro de los 18°00' a. los 18°43' latitud norbe y a-los

96°55' longitud oceste; con una- altitud promedlo de 1 580 metros ‘sobre el nivel :

del mar, de clima semiétidc, 1:Luvias de verano, uelas de predominio calcéneos

y poblacién: Nahuas Yy Popolaca (Mapa 2 y 3)

En esta  zoma se 'r.;eaiizé una ex;jiorécién etnobotdnica de informacién
bilateral ( intercambio de datos y material con'la gente, curanderos, etc.) De
aestas investi/gaciohes‘ se obtuvieron un total de 358 plantas medicinales, de
las cuales se idehtificaron 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
liebmaniarum) del cual se emplea la infusidén acuosa de la corteza del talle
para el tratamientoc de la amibiasis e infecciones parasitarias intestinales y

en ocasiones como anestésico local. (22, 27)

El Colopatihe (2anthoxylum liebmaniarum) es un arbusto o drbol pequefic de
3 a 4.5 metros de altura, se presenta sin espinas y con espinas esparcidas,
foliolos de 1.3 om de largo, verde amarillento y granulados, con dientes muy

pequefios, semillas negras lustrosas brillantes, (13)(Figura 2).

Este arbusto vegetal se encuentra ubicado en la Repiiblica de México, en

19.



la zona que corresponde al Valle de Tehuacén, entre los l{mites de los estados

de Puebla y Oaxaca.

Todas las propiedades terapduticas que se le atribuyen a esta plant;ar han
sido proporcionadas por los habitantes de los pueblos en ‘que ctecé} todas. ellas
carecen de una base cient{fica. Siendo la corteza de la planta 12 fihica qué se

utilizado para tales fines.
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Zona de Estudio

Mapa 1. Localizacidn geogrdfica del Estado de Puebla, México .
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HIDALGO

VERACRUZ

EDG. DE MEXICO

MORELOS

GUERRERO
Valle de

Tehuacén

OAXACA

Mapa 2. Estado de Puebla y localizacién de 1a regién del Valle de

Tehuacén, Puebla. , .
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ACIDO HIDRATOS DE CARBONO }-—4 OLIGO ¢ POLISACARINOS '
! !(

SKIQUIMICO aldosas, cetosas,erc )

PIRUVATO

ANALDGOS DE
FENILPROPANG

ACIDOS GRASOS
ANTRAQUINONAS

FENOLES W acerosentnas b acerato ACIDD
MACROLIDOS MEVALORICO
TROPOLONAS

—{CXCXD nE KREBS] ,GERANIOL]

FOTDES [prorEINAS [sesourTerrenos || [TRITERPENOS |
[DXTEI;PEHUS

Figura 2. Esquema general de rutas metabolicas para la produccién de alca-

loides .
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CHICHIPEGENINA
{ sapowiva )
THO
PTOK
HOCH
ficon
HOCH
CHZOH
ESCUALEND GLUCOSA
{ TRITERPENO )
cooK FI’»CG Hyp04:0. Cghy 05
CH '
cN
HO' OH
OH
ACIDO GALICO . AMIGDALINA
{ TANINO ) ( GLUCOSIDO CIANOGENICO )

FIGORA 4. Estructuras quimicas de los principales compuestos aislados del género

Zanthoxy 1um . 25,



2.5. CROMATOGRAFIA : GENERALIDADES E IDENTIFICACION .

La cromatografia puede’ definirse " como..la  técnica de separacién de una
mezcla de so).m;os, baséndose esta separaeion en la diferente velocidad con que
se mueve cada uno de .\.os solutos a t:ravés de un medio poroso, arrastrados por

un disolvente en mov1miento. :

Se pueden :distinguir ‘f/t‘re's Vtivpos de cromatografia : cromatografia de

adsorcién, - cromatografia de interc;ambio' iénico y cromatografia de reparto.

Cromatografia 'de Adsorcidén : las ‘diferencias de comportamiento en la

adsorcién - desorcién de sustanciaé contenidas  en un disolvente mévil ( un
1{quido o un gas ), sobre un sélido estacionario, se utiliza para conseguir la
separacién de los componentes de una mezcla coloreada. la adsorcién es un
fendmeno de superficie, que se manifiesta por un aumento de concentracidn an

la interfase que rodea el medic estacionario.

Cromatograffa de Intercambio Ifnico : se llevan a cabo con materiales
especiales de estructura porosa e insolubles que contienen grupos reactivos
que estan asociados a iones lébiles capaces de intercambiarlos con los del
madio que les rodea.

Se emplea en la separacién de sustancias iénicas tanto orgdnicas
como  inorgénicas, de polielectrolitos, como enzimas, proteinas, hormonas;

virus, &cidos nucleicos y otras sustancias bioldgicas importante,

Cromatografia de reparty : estd basada en la separacidn de una mezcla de
26.



sustancias mediante el reparto existente entre la fase mdvil (disclvente) y la
fase estacicnaria, soportada sobre un sélide acecuado.

La cromatografia de- rébarto se lleva a cabo sobre tiras de papel filtro, .
columnas y capas finas de ‘polvb de celulosa, gel de silice hﬁmeda;y-pblvq de
diatomeas (kieseigurh y. Celiﬁa). En .cada uno de estos casos'el'}nediiq“éoréso 8

sirve fnicamente como soporte. para el agua, la cual actfia-como un agente de

reparto.

CROMATOGRAFIA - EN (‘_APA Fm ‘}[.a‘drprﬁa‘togra‘fia sobre papel es muy versitil -
y sus métodos -se. exrnpiéanf,:é;:n:'mucha frecﬁéncia} pero su uso se limita a
separaciones sobre ceiulcray.‘f.a:,’ yai:qu‘eﬂort:rbsw medios adsorbentes, como alumina y
gel de sflice, no puedeh pr."e'para‘rser en forma de tiras. Esta dificultad puede
superarse fabricando capas finas §e estas sustancias sobre placas de vidrio.

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

dos tipos de capas: capa sélida y capa suelta.

PREPARACION DE . LAS FLACAS. ;

a) Capa sbélida: las bla{:a"s ‘se preparan aplicando una capa uniforme de
material apropiado ( "el ébsorbenté‘ )V en forma de una pasta acuosa muy fina
sobre las placas de vidrio, Es esencial para obtener 6éptimos resultados
conseguir que las capas sean -uniformes, El tamafioc de particula, estructura
superficial y poder adherente del agente adsorbente debe ser controlado
cuidadosamente para obtener resultados reproducibles.

El espesor de las capas puede variar seglin las necesidades, - pero
generalmente éste es de 0.25 mm. Con capas mis finas la separacién es mis
ripida, perc menos efectiva.

La capa sobre la placa se seca en una estufa a una temperatura de 100-105°C
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durante dos . horas; . ‘esta  operacién se denomina "activado".de la capa.

Normalmente los  tamafios dé las plai;as oscilan entre 2,5 x 20 cmy 20 x 20 cm, .

b) Capa suelta: para ‘J;a b;eparja:‘:iéh;de‘capa suelta puede usarse cualquier
absorbente delos ‘qx'xre": se: uti;izah en:la ‘cromatografia ‘de columna. Pueden
hacerse - con ud_ ;pqgaéé‘:;nu}; ‘Sel"]cillé, que consiste: en .una varilla maciza de
vidrio con:un éﬁbf_to de gémé eri cada extremo. El material para la capa se
extiende coh Acuitﬁiado sobre la placa, y sobre &1 se rueda suavemente la varilla
de vidrio, con lo ‘que se consigue una capa uniforme. Ei desarrollo se lleva a

cabo en posicién casi horizontal.

ELECCION = DEL- ADSORBENTE : puede emplearse cualquier material para el
trabajo en capa fina. Los més usuales son la gel de s{lice, allmina,

kieselguhr; celulosa’y resinas de intercairbio iénico.

ELECCION- DEL DISOLV)I-:&'EZ H depeﬁderé, de la naturaleza del compuesto que-

se va a sepa'r:afr’ Y deJ; material éh'que la separacién va a llevarse a cabo. Una

regla general pa:z'a © la eleccién - del disolvente es la comparaciénkde la

polaridad del: disoivente ¥ de la sustancia que se desea separar.

APLICACION' DE' LA 'MUESTRA SOBRE 1A PLACA : las muestras se aplican en-la
linea base .con un capilar muy fino y se deja evaporar el disolvente, La
evaporacién en la capa fina es mis. rapida, siendo no necesario el empleo de un

secador .

DESARROLLO DE LAS. PLACAS :
a) Capa sélida. El desarrollo se lleva a cabo en clmaras i:or el método
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ascendente. En la cdmara se pone una tira de papel impregnada de disclvente y
que cubre la parte delantera,. inferior yrtraéera de ésta, para conseguir que
la atmbsfera interior esté saturada"corll el vaéor del disolvente. La chmara se
cierra hemética;nente cbr\';a’tapadera de vidrio mientras se desarrolla el

cromatograma.

Generalmente “se permite; que el- disolvente asclenda unos 10 om antes de
sacar la placa-dela chmara. El frente del disolvente se sefiala con mucho

cuidado trazando una’i'ii,néa"cc';gv\ 4‘.Lé' punta de' un lapicero.

b) Capa %uélpa e El mé‘\':odo para desarroilar placasj con” capjésisueicas
consiste ‘en el 7é‘r'n:pyléd~ de un frasco de boca anché con el tapdn fuertemente
ajustado. - e

REVI-:LADO DEFLACAS Este se lleva a cabo en una camara que contiene en el
fondo unosk”pbc:os de cristalitos de Iodo, se introduce el cromatograma y se
deja durante unos minutos, El Iodo tiende a concentrarse en los sitios donde
estan 10s compuestos, por lo que aparece una mancha marcén. 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.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA .

Son numerosos los absorbentes empleados en la cromatografia de columna;
siendo los mis generales la celulosa, gel de s{lice, celita y kieselgurh,
alémina, éxido de magnesio; éxido cilcico y carbdn activo.

Llenado dela columa.  Las columnas de cromatografia pueden adquirirse
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en una gran variedad de tipos 'y tanxai“ios, e incluso muchas veces . pueden
construirse con materiales sencillos de. laboratorio.

El primer paso en el montaje de la columna cromatogréfica es colocarla
fija en posicién vertical. A continuacién se pone en el fondo de la columna un
pequefio disco de porcelana con varios orificios, y encima de &ste un poco de
lana de vidrio. Este dispositivo retiene el material sblido de la columna,
mientras el liquido eluyente puede circular libremente.

El adsorbente puede introducirse en seco, pero lo mis frecuente es
echarloc en forma de papilla con el eluyente. Antes de introducir el adsorbente
se echa en el interior de la columna un poco de disolvente 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 pemmite 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 favorecer la formacidn 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 mis de 2 a 5 mm sobre el sdlido,

DISOLVBB’BS‘ PARA. LA  CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. la elucidn de la columna
puede llevaz"se a cabo empleando uha serie de disclventes en los que vaya
aumentando . 1a bg;'é’r'.{&éd; ‘Una. série tipica es la que sigue: agua -- metanol --
etanol -~ acetona -—- acetato de etilo -- éter dietflico -- cloroformo -—-

benceno -- ciclchexano -+ hexano.
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TECNICA DE SEPARACION:’
Columa - de repart.o la mezcla a separar se disuelve en el disolvente

apropiado, formando ﬁpajsc}luc_ién diluida que se introduce en la columna por

medio de ma'.pipétal EJ,:%'disolvente elegido debe ser miscible con el empleado

para 11gnér"1Va col La.. adicién se favorece con una varilla de vidrio que
1lega hasta el adsor! '

Se aEre {_;].a llave kinferior y se deja salir el disolvente hasta que el
nivel de ia’ nﬁes_é;é esté a 1 6 2 mm del adsorbente. Se agrega el eluyente y se
permite que fﬂ‘u'ya ‘suavemente a través del adsorbente, ajustando la llave

inferior a la’ velocidad necesaria. E1 flujo se continGa hasta que se han

separado todos los componentes.

IDBVI‘IFICACION DE‘LOS COMPUESTOS .

Cuando' la muestra aplicada a 1la columna es coloreada, se observa
fécilmente rei’ _-progreso . de la separacién; pero cuando las sustancias son
incoloras, es'. mds - ‘dificil. Pueden emplearse dos procedimientos para
identificar y aislar los compuestos separados en la columna. El método mis
sencillo consiste en eluir durante un tiempo apropiado y después sacar de la
cuerpe del adsorbente, con mucho cuidado, para evitar que se desmorone. Una
vez gque el disolvente se ha evaporado de la columna, se “corta" ésta en
rodajas, se extrae con disolvente cada rodaja y se analiza el extracto. Antes
de cortar la columna, Si 1los compuestos no son coloreados, se aprieta contra
ella una tira de papel para que absorba un pocode disolvente. Cuando el papel
estd seco se pulveriza con un revelador que nos indique la posicidén 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’ seccidnide la columna.

La segunda tecmca. consiste en 1levar: a cabo una separacion continua, lo

que permite a 1os compu" sto : separadas salir en el eluaho, Un gran nimero de

pequefias fracmones de 'eluato se recogen Y analizan por un método apropiado.

Cuando se conoc 1a camposicion de cada . eluato, - pueden: unirse algunas 5

fracciones’ que se : ncentran, mientras gque otras se elxminan por no contener

ningin compuesto utilizable. Algunas fracciones pueden nt;ener varios

compuestos; ¥ ‘es‘ necesario recromatografiarlas en otra coluxma. La p\xirgzal de
los compuestos obtenidos de esta manera pueden comprobarse’ por ‘érdmato’é,rafia.

sobre papel o capa fina, empleando diversos disolventes.( 1 )
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PARTE

3.1. DIACRAMA GENERAL.

EXPERIMENTAL

[ RECOLECTAR - ARBUSTOS

I

LSEPARAR CORTEZA 1

MOLER CORTEZA

EXTRACCION

]

PRELIMINAR

ANALISIS FITOQUIMICO

FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR

DEL EXTRACTO HEXANICO

PRUEBAS FARMACOLOGICA

PRELIMINAR

l

axénico ).

{ Determinacidn del efecto amebicida
de un extracto hexinico sobre Enta-

moeba histolytica cultivada en medio




3.1.1. EXTRACCION .

ESQUEMA

MATERIAL VEGETAL PULVERIZADO

I

A} EXTRACCION CON HEXANO

l

B) FILTRACCION

{
[ ]

RESIDUO \'EGE’I‘ALJ [CONCENTRACION AL VACIO

EXTRACTO HEXANICO
CONCENTRADO

1. Extraccién de la corteza del tallo de Zanthoxylum liebmaniarum.
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3.1.2. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR .

EXTRACTO HEXANICO CONCENTRADO

|

Bicarbogato de Reactivo de l\nhi!irido Reéétiv’o de : Agua dle' Bromo R'eac&vu de
sodio. Rosenthaler Acético v—‘Bénedict. ' »élofuro Férrico . Grignard
- Fehling. '
REACTIVOS DE :.
- Mayer.
~ Dragendorff.

- Acido Silico-
tingstico.

~ Hager.

ALCALOIDES SAPONINAS TRITERPENGS ~ AZOCARES ~ TANINOS . GLICOSTDOS
' : cmﬁocymcos
ESQUBMA: 2. ‘Marcha - sequida en el anilisis fitoquimioo-preﬁminar del extracto hexdnico de 1a corteza
\del:tallo de-Zanthaxylum lietweniarum . o



3.1.3. FRACCIONAMIENTO PRELIHINARDH. EXTRACTO HEXANICO .

150,gDELEXTRACTO HEXANICO
SEPARACION. COLUMVA DE CROMATOGRAFIA

I

SEPARACION PLACA DE CROMATOGRAFIA

RESIDUOC

ESQUEMA 3. Fraccionamiento preliminar del extracto hexénico. por

cromatografia de columna de la corteza del tallo de Zanthoxylum

liebtmaniarum .
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3.1.4. DETERMINACION DEL EFECTO AMEBICIDA DE UN EXTRACTO HEXANICO SOBRE

ENTAMOEBA HISTOLYTICA CULTIVADA EN UN MEDIC AXENICO TY-I-S-33.

RESIDUO DE LA FRACCION DEL EXTRACTO HEXANICO |
' I
[ “srructones cow acua EsTERIL |
I

TESTIGO 1.0 mog/ml 2.5 meg/mi 5.0 mog/mt 10 meg/mi
AGUA ESTERIL

i
{ atusTAR EL pH A 6.8 |
1

r ESTERILIZACION POR FILTRACION l

I

PARA CADA CONCENTRACION Y TESTIGO SE COLOCARON

5 TUBOS COMN MEDIO TY-I-5-33
I
[ nocuLaR 12,000 TROFOZOITOS POR TUBO |
T
| “ENFRIAR 10S TUROS EN HIELO DURANTE 5 MINUTOS |

SUBCULTIVOS DE 48 HRS CON Y EN AUSENCIA
DEL RESIDUQ DEL FRACCIONAMIENTO DEL

EXTRACTQ HEXANICO

| CENTRIFUGAR A 1,500 R.P.M. POR 5 MINUTGS |

|

l DESECHAR EL SOBRENADANTE PARA CONCENTRAR A UN MILILITRO 1

[ CONTAR EL NIRMERQ DE TROFOZOITOS VIABLES EN CADA TURO ]

ESQUEMA 4. Determinacién del efecto amebicida de un extracto hexdnico de la

corteza del tallo de Zanthoxylum liebmaniarum .
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3.2. MATERTAL, REACTIVOS Y EQUIPO .
3.2.1. MATERIAL VEGETAL .

2.7 Kg 'de cortéza seca y mé]{ida de Colopatihe { Zanthoxylum liebmaniarum}

recolectada eniel-Valle de Téhuacén, Puebla:

3.2.2. MATERIAL BIOLOGICO ..

Entamoeba 'ﬁistolzt'ica i ': Cepa 'H M-I + I.M.5.5. , cultivada en.medio

axénico .

3.2.3. MATERTAL DE LABORATORIO.

Cinta testigo de ester:vli c16n Ne.. 117

cubreabjeto N 224 50 1 oz. Proper

espitula de acero inoxidable, de diferentes tamafios

frascas. émbar capacidad 50 my

frascos de vldrio con tapén de rosea; capacidad 150 m1

gradxlla para tubos: de ensaye :

lépiz marcador resistente al calor

manguera de hule

matraces aforados.con tapdn de.10;-50, '100"."':5166 y1000m1 :
matraces de Erlenmeyer de 10, 25, 50, 125, 250, 500, 1000.y 2000 mt
matraz de Kitasato Pyrex de 250 mi L .

papel glassine para pesar
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papel parafilm "M“ American Company

perillas para pipetas

pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10y 15‘mi :

pipetas seroldgicas desechahles de 1, ‘2‘, Sy 10m
portaocbjetos para microscopio :

probeta graduadss escala de 50; 100, 500 y 1000 m
tripié con tela de asbesto e

bubos de ensaye de 13 x 100’y 16'x 100 mm

cémara de Neubauer

embudos Buchner de 50, 250 y 500 mi-

barras magnéticas- para agitacion de 5 dxt‘erentes tamanos ( de Ta 5 am )
vasos de precipitados de 190, 259, ,500»y 1000 m}

saporte universal s » ' : 7

pinzas para bureta de 3 dedos

frascos dmbar de vidrio con:tapdn-de rosca plastico de 30 mi

frasco de vidrio con ta‘péh'dérdsca plastico de 3 mlL

embudos de extraccién de 50, 250, 500, 1000 y 2000 mi

embudos de filttaccién de-tallo corto y largo

trampas para vacio

refrigerantes de varios tamafios, -
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3.2.4. REACTIVOS .

Peptona tripticasa. ‘Broxon.

Extracto.de 1evaaufa .. Broxon,

Dextrosa. J’I‘ Bé};er.

Cloruro tvﬁel sddio. J.T. Baker.

Fosfato d‘é'p;f';asi;x'ndnobésico. J.T. Baker.
Fosfato dg’ poéasib dibdsico. J.T. Baker.
Acido ascéfbico. J.T. Baker.

CJ.orhidrato‘ de L-cisteina. Sigma.

Citrato de amonio férrico. Merck.
Solucién-de vitamina NCTC - 107. Microlab.
Vitamina B-12. Mega Pharma.

Acido tedtico, Sigﬁia. P

Suero bovino. MicArB.ly.abi;

Fosfato dibdsico ae sbéio‘; J.’I‘. Baker.,
Carbonato dé sodii::;’, J'r Baker. -
Hidréxido de sodio;. 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 picrico. J.T. Baker.

Yodo. J.T. Baker.

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

Acido silicotﬁngs'hico. Merck.
vainillina. J.T. Baker.

Etanol. J.T. Baker.,

Bromo. J.T. Baker.

Cloruro férrico. J.T. Baker.

citrato de sodio.: J.T. Baker. . .

el de silice de 30 - 70‘ mallas, Merck.
Gel de silice de 70 - 230 mallas. Merck.
Hexano. J.T. Baker. T
Benceno. J.T. léakexl;

Acetato de etilo., J.T. Baker.

Acido sulfiirico. J.T. Baker,

Acido clorhidrico. J.T. Baker.

Acido fosférico. Merck.

Acido acético. J.T. Baker.

Anhidrido acético. J.T. Baker.

Sulfato cérico. J.T. Baker.
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3.2.5. BQUIPOS .

Auto clave marca Presto

balanza analitica, Mettler AE - 163

bomba de enfriamiento; M:édir - Lab

bomba de vacio m}a»ryiyua’l'»‘, dé:élfistai

centrifuga Sorvalcon fefir‘:i'ge»;aciénk modelo RC-5
filtro la,mixixat,k:‘\':e}:o : S

fuente de poder, LYB'2103 Pover supply .
incubadora Medi - Lab'No 415°"

microscopio de luz invertida, Zeiss
microscopio éptico, Zeiss

potencidmetro Cérnin'g‘ modelo pH meter
refrigerador, marca Whirpool de Zorpi'es chibicos
reloj, General Electric

termémetro 0 - 100 ¢ C

evaporador rotatorio de cristal

calentador de vapor, Medi - Lab

agitadores magnéticos

limpara de luz ultravioleta, Corning

molino manual, marca Corona

estufa de secado con aire caliente, Medi - Lab
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3.3. METODOLOGIA .

3.3.1. EXTRACCION .

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

liebmanniarun } y'se molieron en molino manual. :

Se hicieron cuatro extracciones co 16 J.itros de haxano, con una duracién

por cada extraccién de 3 dias,"se filtro y se concentro. De.esta manera. se

obtuvieron 250 g del extract:o de hexano.
3.3.2. ANALISIS FITOQUIMICO  PRELIMINAR .
100 g del extracto hexAnico resultanté, se utilizaron para los Siguientes

ensayos :

ALCALOIDES. Un gramo del. extracto se disolvié ‘en’ 10 'mi ~de’ 4cido
clorhidrico diluido (10.% .}, se agité y Filtrd ‘hasta - que. éste fue
completamente - transparente. El filtrado se ensayd con lvds reactivos de

Mayer, Dragendorff, Hager, &cido silicotlngstico y bicarbonato de sodio.

SAPONINAS, Se disolvid un gramo del extracto en un tubo de ensaye y se

probd con el reactive de Rosenthaler.

TRITERPENOS. Se disolvié un gramo del extracto en un mililitro de
cloroformo al que se le agregd un mililitro de anhidrido acético dejéndolo
resbalar por las paredes del tubo y se dejé en reposo hasta la aparicién de

colores rojos, rosa, plrpura o azul en la interfase.
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TANINOS. ' Se disoivié' con agua un gramo del extracto, se. filtrd, se

tomaron alfcuotas para las pruebas. con: agua de bromo. y cld;uro férrico.

AZUCARES. Un gramo del extracto se diluy6 en aproximdamente 50 ml de -

agua, se filtrd y se probaron 1os siguienhes reactivos: Reactivo de Benedict. z

Se tomd un mililitro de 1a solucién problema y  se agrego un milzlitro de -

reactivo de Benedict, 2 ml de agua y se calentd la mezc;af p, b;ﬁo Mariar'

paralelamente se corrié un blanco. . :
Reactivo de Fehling, se tomd una alicuota de 10 ml delﬁextraicﬁb' diluidd y
se le agregarcm 5 mlL de la solucién A y 5 ml de la solucion B, se calento en

bafio Maria, paralelamente se corrid un blanco.

GLUCOSIDOS CIANOSENICOS. Una tira de papel s f:..u:ra se 1mpregno ‘con

reactivo de Grignard, el cual se colacd en la boca del ubo que con\:enia una

pequefia cantidad del extracto con unas gotas de cloroformo, se calento a 30 -

35 ° ¢ y se observd la coloracién del papel.:.

3.3.3. FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR:DEL EXTRACTO  HEXANICO .

os 150 g dei‘,éxt‘ractdy hexAnico restantes se pasaron por una columna
cromatografica con 300 Vg'de“g'el de silice ( de 0,5 a 0.5 mm ) empezando a
eluir con hexano,:: auii:enténdo poco a poco la polaridad del eluyente con
cantidades cada vez mayofes de hexano y después mezclas de hexano - acetato de
etilo hasta llegar a acetato de etilo puro. las fracciones fueron de 200 mb
cada una.

las fracciones 60 a 66 correspondientes a la polaridad del eluyente
hexano - acetato de e=tilo 90:10, se purificaron en una placa.de gel de silice,
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presentaron - dos. manchas grandes en la cromatoplaca que se revelaron coh

sulfato cérico y estas fueron observadas con una 1&mpara de luz ultravioleta.

Las manchas correspondientes a'todas estas fracciones se rasparon, se disol-

vieron en: hexano, . se:

ilt{ré y después de eliminar el disolvente y secarlo al

3.3.4. PRUEBAS FARMACOLOGICAS PRELIMINARES .

Con 28 g de residuo de extracto hexénico del Culopatlhe { Zanthoxylum
liebmanniarum ), sg'; realizar:on diluciones desde 1 0.a 10- mcg/ml en agua
estéril, a estas soluciones se 1e ajusto el pH a 6 8 y se esterilizaron por

filtracidn con, membtana Millipore

los experimentos éqnsi'stiérdq ‘en p";obar 5'tubos por concentracién que

contenfan 12 'mi rldrelf ngedii;, S233,0.5 mi de la concentracién del residuo
hexénico y 0.3 mil- de lal‘ suspension ‘de amibas ( 1.2 x 104 trofozoitos ). Los
tubos fueron mezclados por inv'éfsién suave en 10 ocasiones e incubados a 37 °C

en forma inclinada.(17)

En todos los ensayos ‘Se - utilizé un  testigo que correspondid al

crecimiento tipico de la:célula en ausencia del residuo hexénico de la planta,

El nimera de trofozoltos asi como 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 1la poblaclon de amibas fue contada de la siguiente
manera :- los tubosde’ enfriaron en baflo de hielo por 5 minutos, se
centrifugaron a 1 500 rpm ‘por: 3 minutos, desechindose el sobrenadante para

concentrar--a- un mililitro, del cual se tomd una alfcuota para determmar el

niimero ‘de amibas en.una+ cémara de Neubauer, utilizando como amibas viables

aquellas que no eran nermeable al colorante.

2°  Después. de las 72 horas se realizaron subcultivos de 48 horas en
presencia y ausencia -del residuo, durante 3 resiembras.. Al término de cada
subcultivo se observé el estado morfolégico de las amibas, su viabilidad y su

niimero.
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 lisadas .

{ +/- ) Escasa presencia de amibas y/o pronunciada redondez.
( + ) Nimero de amibas menor de 50 000 / mi.

(++) Nimero de amibas igual o menor a 100 000 / mi.

( +++ ) NGmero de amibas igual o menor a 200 000 / mi,
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS .

4.1.1. Resultados de:la extraccién con hexano .

250 g del'reiétractkdj_h_exén}co .

4.1.2. Resultados del ahélisis fito&;uimico preliminar .

Los cuales se describen a-continuacién .



4.1.2. RESULTADOS DEL.ANALISIS®FITOQUIMICO PRELIMINAR .

"} conoRr TEORICO

ENSAYO  REACTIVO COLOR DE LA | RESULTADO
: o DEL REACTIVO | REACCION POSITIVA
MEYER. BLANCO PAJA PRECIPITADO COLOR|  ( + )
i CREMA .
DRAGENDOREF MARRON NARANJA | PRECIPITADO COLOR (+9)
, : CASTANO ROJIZO
ACIDO BLANCO - PRECIPITADO (+)
ALCRLOIDES - |* 511,1COTUGSTICO AMARILLO LIGERO | CRISTALINO
_HAGER BLANCO PRECIPITADO (+)
AMARILLO
BICARBONATO DE POLVO CRISTALINO | PRECIPITADO (+)
SODIO GRANULADO BLANCO | CRISTALINO
SAPONINAS ROSENTHALER BLANCO - VIOLETA
AMARILLO LIGERO
TRITERPENOS | ANHIDRIDO TRANSPARENTE SIN CAMBIOS
ACETICO ,
BENEDICT AZUL ROJO LADRILLO (+)
AZUCARES
FEHLING AZUL SIN CAMBIOS (-)
TANINOS AGUA"DE BROMO CAFE TRASLUCIDO | CASTANO ROJIZO (+)
.| CLORURO' FERRTCO VERDE OLIVA (+)

AZUL

TAHIA 3. Resultados del anAl

corteza del tallo de Zanthoxylum liebmaniarun .

sis-fitoquimico preliminar del extracto hexdnico de la
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4.1.2. RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR. { continuacién ).

- REACTIVO

ENSAYO COLOR TEORICO | COLOR DE LA RESULTADO
| DEL/REACTIVO | REACCION POSITIVA
GLUCOSIDOS. - i oris SIN CAMBIOS (=)

Color del extracto hexénico ééfé'claro.

(+ ) : resulbado positivo SIS

{-): resultado negat.ivo.

TAHIA 3. Resultados del anéllsis fitoquimzco preliminar del extracto hex4nico de la

corteza del tallo de zanthcn_cxlum 11ebmaniamm .{. continuacién’ )
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4.1.3. Resultados del fraccionamiento preliminar del extracto hexénico .

FRACCIONAMIENTO

VIA  CROMATOGRAFIA ~EN  COLUMNA
ELUYENTE PROPORCION .| - N° DE FRACCIONES -.| FRACCIONES | OBSERVACIONES
N REUNIDAS

HEXANO R L S B b 1-6 DESCARTADA
HEXANO : ACETATO

DE  ETILO 95:5 7240 7 DESCARTADA
HEXANO : ACETATO B

DE  ETILO 95:5 7 Z40; 8- 14 DESCARTADA
HEXANO : ACETATO

DE ETILO 95:5 DESCARTADA
HEXANO : ACETATO

DE ETTLO 90:10 ESTUDIADA
HEXANO : ACETATO ,

DE  ETILO 90:10 DESCARTADA
ACETATO DE

ETILO 100 % DESCARTADA

las fracciones 60 - 66 se réunie‘;éyngy

punto N° 3.3.3.-

después“se trataron como se indica en

TABLA 4 . Cromatografia en col\‘nma” del ex:récto hexénico de la corteza del

tallo de Zanthoxylum liebmaniarum .

50.




4.1.4. Resultados del efecto del residuo de 'la fraccién del extracto hexdnico

sobre Entamosba histolytica en medio axénico .

TIEMPO/CONCENTRACTON |17 |25 ) is b0 CONTROL
. fmeasm | meg/m |imeg/mi | meg/m |

RESTEMERA 72 hrs: .. | B e

ler. SUBQULTIVO. '

3er. SURCULTIVO:"A

48 hrs. g

Los tratamientos empleados fueron identificados como :

- SUBCULTIVO "A" : presencia de residuo de la fraccidn del extracto hexdnico.

-~ SUBCULTIVO "B" : ausencia de residuo.

( - Amibas lisadas.

{ +/- ) Escasa presencia de amibas y/o pronunciada redondez,
{ + ) Ntmero de amibas menor a 50 000 / ml.

{ ++ ) Nimero de amibas igual o menor a 100 000 / mi.

{ +++ ) Nimero de amibas igual o wenor a 200 000 / mi.

TAHIA 5 . Resultados del extracto hexdnico de la corteza del tallo de Zanthoxylum

liebmaniarum sobre Entamoeba histolytica .
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DISCUSION

El anilisis fitoquimico preliminar demostrd que la corteza del tallo'del

Colopatlhe ( Zanthoxylum liebmaniarun -), contenia"s,ap'on‘iné‘é,, az'ﬁcéfes,itanrinos

y alcaloides, siendo estos uUltimos uﬁatbéée i:ihpozjv énté'ﬂpara b;osegu_ir su

estudio farmacoguimico, = ya' que - fre{édeijtémemie* ‘estas ‘su'st’anéias' poseén [

actividades terapéuticas. Gtiles, taie‘s' éo’m’b* efectos ant:_colmergicos, por

ejemplo la piloc:arpina, que se usa en el tratamiento del glaucoma y combate 1a -

midriasis producida por 1a atropina. La fisosugmina. se ha recomendado en 1a

atonia del mésculo lisyo, intestinal y genitounnario. La atropina coadyuvante :

en la anestesia, - para Ssminuirila salivacion, ‘causar’ broncodilataciony

aumento de la fr“ecuenéi’a"card_ aca, t;ampiénpara-disminuir el dolor secundario

al cblico reria‘l’., ’1a ":r»lit;i’dina', ha' presentado ' excepcional . actividad

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

relacionado el aléa;oide fa'géfdriin;a}» que rcafr'ece de las propiedades citotdxicas

de la nitidina.

La tecnologia: éépecifiéa ’c:om'prendic’: la obtencién de un extracto en
hexano, del cual- ;ri\edi'ahte' miltiples: reactivos se le realizé un estudio
fitoquimico para détenﬁ:inar ;a‘pz‘eséncia de diferentes compuestos orgdnicos;
luego por cromatografia. de columha y de placa fina, se aisld un residuo; que
correlacionado el efecto farmacolégico asignado a la planta en forma empirica,

se determind " in vitro *. su accién. sobre los trofozoitos de Entamoeba

histolytica .
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En el estudio "in -vitro" , como se expone en la babla de’ resultados
4.1.4. , 1los trbfézéitos de Entamocba histolytica- cultivaéos en’ medio

axénico, después de un tratamiento de dosis nica y ttanscurridas 72 horas no

mostraron a.\.teraciones en . su viabilidad y nGmers,’ r el conttario su

multiplicacion siguié un: - patrén normal. Sin embatgo.‘despues de tres

EY disminucién en’ su

generaciones ( subcultwos ) de 48 horas. se observo

nimero as{ como cambms morfolégicos tales'como'vacuolizacicn,

lisis; estos se: dio tanto en los subcultivo‘ de dosis fnica ccmo en 1os de

mayor concentracién de residuo hexénico.
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CAPITULO V



CONCLUSIONES

De las plantas medicinales utilizadas en algunas comunidades rurales del

estado de Puebla, se eligié el éoiqpatlhg ( 2anthoxylum liebmanniarun ): por

que se le usa contra la amibiasis, enfermedad muy comin en esa zona y en toda

la Repiiblica .

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

siendo la tnica’ parte deila planta estudiada -

Su anilisis fi@oqdikhigd “demostib la presencia de saponinas,: azficares,’

taninos y alcaloides.. Asf. como. 18 ausencia deglucésidos clanogénicos y

triterpenos .

Se encontréi‘uﬁ "éfev:c”to; lebi;:rida‘fen el extracto hexdnico, que contiene
los alcaloides, “s,ob:zfe’ ‘el rofozdﬁb de 1a Entamoeba histolytica, cepa HM I :
I M S S en medio axénico, dg‘spuié‘s’ de tres subcultives, sin que existiera una
diferencia signi'ficat‘iva e ‘cuante a dosis Onica o dosis a mayor

concentracién .
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APENDICE

a) Reactivo de Mayer.
Disolver 1.36 gr de cloruro de ‘mercurio en 60 m} 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: solucicn satu.r:ada de 4cido picrico en agua.

c) Reactivo de Wagnér. -
Se disuelven 12.7: gr. _dé yodo y-20 gr de yoduro de bbtasio aforédndose a 1

1litro.

d) Reactivo de Dragendorff. S S
8 gr de subnitrato de: bismuto se ' disuelven en 20 ml de écido nitrico
concenttado. En muy poca agua se disuelven 22 7 gr de yoduro de. thasio,
se mezclan ambas soluciones, se decanta pax:a separar los crishales de

nitrato de: potasio y se diluye con agua a 100 ml.

e) Reactivo de &cido-silico-tlngstico.

12 gr se disuelven 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.

Solucién saturada con vapores de bromo.

h) Cloruro férrico.

Se prepara una solucién al I % en agua.

i) Reactivo de Grignard.
1 gr de carbonato de sodio mis 100 mg de dcido plerico se afora a 100 my

de agua,

j) Reactivo de Fehling. : -
Solucién A:: 3.5 gr de sulfato'de cébre péntahidrahédo se. diluyen‘a 50 ml
de agua. e i o o ’
Solucién B.: 17:5 gr'de-tartrato d;; sodio yf éobasic mas 5 gr de hidréxido

de sodio son 1levadod & 50 mi de agua

k) Reactivo de Ben‘ed‘ic‘:i:."
17.3 gr de citrabo de sudio, 10 gr'de carbonato de sodio anhidro se disolvie-
ron en 60 ml de agua, la cual se afiade lentamente y agitando 1.73 gr de

sulfato de cobte pentahidratado en 15 ml de agua es aforada a 100 mi .,

1) cultivo axénico de’Entamoeba histolytica.

Para el cultivo axénico de Entamoeba histolytica se utiliza el medic de

cultivo TY-1-5-33 constituldo por los siguientes companentes.:
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CALDOQ NUTRITIVO T Y

Cantidades en gramos

Peptona tri§£iqasa ' 2.0
Extracto de levadura : =0 1.0
Dextrosa . - o S
Cloruro ée sadiq - . 0.2
Fosfato de P{:t.aéiq rﬁonobésico ) ... 0,08
rostato de potasio é_ib;ﬁsi;cq S 0.1"
Acido L-ascérbico ' S 0.02
Clorhidrato de L-cistéina monohidratada 0.1
Citrato de amonio férrico 0.00228
Agua destilada 87 ml

PROCEDIMIENTO .

Se disuelven los reactivos enel ardén presentados con aproximadaxhente 50
mi de agua destilada, se ajuysb’af:‘e,.\. pﬁva' 6.8 - 6.9 con NaOH 0.1 m ; después se
llevan a un volumen de ‘B7v~’m; édn agua destilada. El medio T - Y se élarifica
mediante filtracién. & -través® de filtro Whatman 4 1 y se esteriliza en

autoclave a 121 © C durante.15 minutos.

PREPARACION DEL, MEDIO DE COLTIVO TY - § - 33 .
Para cada 75 ml de qéido"i'y,' se adiciona en ccndicionés estériles 3 m de
de mezcla vitaminica Microlab y 15 ml de suero bovino inactivado-durante 30

minutos a 56 © C ,*
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PRUEBA DE ESTERILIDAD .

Esta prueba de esterilidad se 11eva a cabo’para determinar la existencia
de una posible contaminacién por bacterias, y es  como  sigue: se incuba el

medio TY-I-S-33 durante 24 horas a 37u Coo

Transcurrido este ‘se’ observa al microscopio con el fin de

descartar una posible contaminacién.

INOCULACION DE LOS 'momrms

minutos, para despre\ﬁ_def‘ las célnla

ocasiones parar su ‘hogho'géqiéaéiéhr

trofozoitos resembrados con un’ inéculq‘:de’ ;’.'2 1104;'amj.bas, en 03 mi,.

NUMERO Y VIABILIDAD DE TROFOZOITOS

La determinacién del riﬁthe de celulas se realizo mediante el uso de

una cémara de Neubauer ¥ una pipeta para globulos blancos, con: los: siguientes

cdlculos :
A.x B % C = célilas / ml
D. ) -
Donde :

A = Suma de los cnjatros cuadrantes grandes de la cémara de Neubaver.

w
"

Dilucién de-la pipeta 11207,
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C = Factor ‘para detex-minaz‘el vélo:: por nvn3‘( 10.) .
D = Nbmero-de cuadf'antes i 4 )

E = Factor para ,detemiha; el valor por ml {1000 ).

La viabilidad :se ,\deie;miha"""ﬁti;izéndo,,azul‘ de triptano:al 0.04 %

considerando como axr‘{ibasv v'i’abiesiaqu‘ellas que. no eran permeables al colorante.

64,



GLOSARTIO

Agente que bloguea el paso de los impulsos a través de los

Anticolinérgico.
nervios parasimpaticos. Parasimpatiéolitico.

Anticonvulsivo. Agente proplo para combatir: las convulsiones. o

Antiepilético. Remedio contra la epilepsia.‘ )

Antiinflamatorio. Que causa disminucién de 1a;1n51amégi‘a};,

Antigripal. Agente sintomético:contra ‘:ely © 4‘arr<\)hé'6ryr16n

Antimicrobiano. Que impide el desarrollo de los* microbios. :

Astringente. Sustancia que produce

Antipiréritico. Agente que se usa contra 1a hipertemia o fiebre,

Atonia. Falta de la fuerza o tono ngnnal de un 6rgapo contractil.-

Broncodilatacién., Accién de dilatar el drbol bronquial,

CcaGstico. Quemante o corrosivo, destructor de tejido vivo.

citotéxicas. Que posee la accién de una citotoxina.

Diurético. Agente que aumenta la secrecidén de orina.

Erisipela. Enfermedad aguda febril y eruptiva, causada por el Streptococcus
erysipelatis, caracterizada por placas rojas y reborde bien defi-
nido y atague al estado general.

Glaucoma. Enfermedad del ojo, caracterizada por aumento de la presién in-
traocular, dureza del globo del ojo, atrofia de la papila y ce-
guera.

Ictericia. Coloracién amarilla de la piel, mucosas y secreciones, debido
a la presenci? de pigmentos biliares en la sangre.

Pungente. Punzanter, accidn- irritante particular, acompafiado de una sensa-
cién de picor,

Repelente. Que repele, por su olor o naturaleza a insectos, pardsitos, etc.
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