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RESUMEN. 

Como parte de un estudio sistematico sobre las plantas mexicanas usadas en la 

medicina tradicional, se realizé el estudio fitoquimico y 1a evaluacién de la actividad 

amebicida y giardicida de las hojas de Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtie). 

Det extracto etanélico obtenido por maceracién de las hojas de Zanthoxylum 

liecbmannianum se aislavon y caracterizaron al B-sitosterol y 3-O-B-galactopiranosil 

quercetina. Con respecto al extracto metanélico obtenido por maceracion se aislaron y 

caracterizaron ademas de los compuestos anteriormente mencionados al -(D)- 

glucésido de B-sitosterol. Del extracto etandlico obtenido por reflujo se aislaron y 

caracterizaron al B-sitosterol, 3-O-B-galactopiranosil quercetina, asarinina y sacarosa. 

Los extractos y compuestos aislados de las hojas de Zanthoxylum 

liebmannianum pyresentaron actividad biolégica antiprotozoaria. El extracto etandlico 

obtenido por maceracién fue el que present6 la mayor actividad biolégica con una 

CLs de 3.48 pg/ml y 57.99 pg/ml en contra de £ histolytica y G. lamblia 

respectivamente. De los compuestos aislados la asarinina presenté la mayor actividad 

antiprotozoaria con una CLisp de 19.86 pg/ml y 35.45 pg/ml en contra de E. histolytica 

y G. lamblia respectivamente. En todos los experimentos se utiliz6 al metronidazol 

como referencia. En forma adicional es la primera vez que se describe la actividad 

antiprotozoaria para la asarinina y de igual forma para B-sitosterol y B-(D)-glucésido 

de B-sitosterol.
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1. INTRODUCCION 

Los problemas de salud en México son los propios de los paises en vias de 
desarrollo, generados principalmente por enfermedades infecciosas y/o parasitarias, la 
desnutricién, la falta de higiene y la limitacion de los servicios de salud a un porcentaje 
minimo de !a poblacién. Si sumamos a esto e! elevado costo de los medicamentos, 
entre otras causas, por la falta de una industria farmoquimica propia y el uso 
inadecuado de los recursos existentes, en conjunto se forma un panorama critico de la 
salud en México. Tomando en cuenta lo anterior, se hace evidente la necesidad de 
encontrar alternativas, en varias direcciones para mejorar los problemas de salud en 
México. En este sentido la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1978) en su 

tratado de Alma-Ata 1978 propone: 

1). Que los paises en vias de desarrollo como el nuestro, hagan uso de los 
recursos naturales, y de su medicina tradicional, para resolver algunos de sus 

problemas de salud. 

2). Impulsar fa investigacién multidiciplinaria de la medicina tradicional de los 
recursos terapéuticos que utilizan, haciendo participes a los practicantes de tal 
medicina (curanderos, hierberos, etc.) y establecer lineamientos de investigacion y 

estudio. 

Se estima que aproximadamente un 75-80% de fa poblacién mundial hace uso 
de la medicina tradicional para resolver sus problemas de salud. Los practicantes de 
esta medicina hacen uso de los recursos a su alcance; plantas, animales y 

minerales de la region y con mucha frecuencia va acompajiada de practicas magicas y 

rituales. 

La medicina tradicional podria ser una de las alternativas mas importantes para 
resolver algunos de los problemas de salud, pero debe sefialarse que su adaptacion 
requiere de grandes esfuerzos de investigacién sistematica y multidisciplinaria. El 
estudio multidisciplinario de la medicina tradicional comprende varios aspectos, a) 
Antropolégico, b) Botanico y/o Etnobotanico; c) Agronémico; d) Quimico; e) 

Farmacolégico; f) Clinico; g) Econémico y h) Histérico. 

La gran riqueza y variedad de la flora mexicana, la gran tradicién sobre et uso 
de vegetales con fines curativos la carencia de una industria farmoquimica propia, la 
crisis econémica actual, las condiciones de los servicios de salud y en general las 
caracteristicas socioecondmicas de los paises en vias desarrollo, como el nuestro, entre 

otros hacen necesarios los estudios sistematicos y multidisciplinarios sobre las plantas
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medicinales mexicanas para proporcionar una alternativa viable que resuelva algunos 
de fos probfemas de salud en México (Jiménez, 1989). 

Se ha encontrado que en los huertos familiares de México hay coincidencia 
entre las plantas mas frecuentemente cultivadas o conservadas, las cuales estan 

relacionadas con los principales padecimientos de la regién: en la mayor parte de! pais, 
estos padecimientos son las enfermedades gastrointestinales (cdlicos estomacales, 
diarreas infecciosas o metabdlicas, parasitosis diversas, padecimientos hepaticos, etc.), 
enfermedades respiratorias y cardiovasculares (Estrada, 1985). 

Actualmente los medicamentos de eleccién para el tratamiento de la amibiasis 
disentérica que es una enfermedad parasitaria son los derivados imidazolicos 
(metronidazol, tinidazol, iodoquin y quinolina entre otros). En los iltimos afios se ha 
informado de los efectos carcinogénicos para ef metronidazol. Pruebas en ratas 
demostraron que este farmaco inducia la formacién de tumores, esto ha provocado 
una corriente de opiniones que motivaron a la "Food and Drug Administration “ 
(FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica para que este medicamento sea 
retirado del mercado, sin embargo para la amibiasis hepatica, la alternativa terapéutica 
es practicamente inexistente por el momento (Ramirez, 1985). Por lo tanto una de las 
alternativas en la terapia de la amibiasis han sido compuestos nitrados (imidazoles). 
Otros compuestos que también contienen nitrogeno son los alcaloides tos cuales 
poseen actividades biologicas diversas, por ejemplo en el tratamiento de la malaria se 
ha utilizado a la quinina y no es remoto que otros alcaloides puedan tener actividad 

amebicida. 

Por otro lado, se sabe el conocimiento de que ciertas plantas tienen actividad 

antiparasitaria, tal es el caso de Castela tortuosa (chaparro amargoso), (Cantaro, 
1982), Chenopodium graveolens (Epazote del zorrillo), (Mata e¢ al, 1987), Artemisia 

mexicana (Estafiate), (Martinez, 1969) y Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle), 
(Reyes, 1991), el género de este ultimo contiene gran cantidad de alcaloides por lo 

que se hace interesante su estudio. 

En la actualidad, las plantas medicinales son utilizadas para la preparacion de 

tinturas y extractos, o particularmente como materia prima para obtener principios 
activos puros. Los medicamentos han offecido resultados satisfactorios solamente 
cuando son quimica y farmacolégicamente dosificables. 

Ciertamente, el logro alcanzado con el aislamiento y caracterizacién de los 

principios activos puros, definidos y dosificables, asegura y garantiza el uso 
terapéutico de los productos obtenidos de las plantas medicinales, y es a la vez 

aceptado por las organizaciones sobre control de farmacos tanto en Europa como de 

América.
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El plan de la UNIDO (United Nations for Industrial Development 
Organization) ha disefiado estrategias para la produccién de farmacos a partir de 
plantas medicinales, considera que no siempre es util desarrollar una tecnologia para el 
uso de plantas medicinales en sustitucién de los farmacos occidentales, sino se hace 
previamente un estudio inicial cuali-cuantitativo de los principios activos contenidos en 
las plantas medicinales. En otras palabras no resulta satisfactorio sustituir los 
medicamentos actuales por simples extractos o tinturas que aunque hechos de acuerdo 
a la tecnologia moderna carecen de estudios que fundamenten su utilizacién y 

respuestas terapéuticas constantes, lo cual esta en relacién directa con el conocimiento 
de los principios activos contenidos en las plantas (Pesce, 1996).
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2.1.2 Amebicidas luminales. 

Los farmacos mas importantes de este tipo son: furoato de diloxanida y 
hidroxiquinolinas halogenadas (figura 1). El furoato de diloxanida es til para tratar a 
personas asintomaticas que excretan quistes es mucho mas potente que la emetina, es 

poco lo que se sabe de su mecanismo de accién. El furoato de diloxanida es utilizado 
en combinacién con un amebicida sistémico o mixto apropiado para obtener curacién 
de amibiasis invasora o extraintestinal. Dentro de sus efectos adversos este es tolerado 

adecuadamente y sus efectos colaterales son leves; el mas comin es la flatulencia y en 
ocasiones se detecta vomito, prurito y urticaria (Tracy y Webster, 1996). 

Hidroxiquinolinas halogenadas son un conjunto de farmacos derivados de la 8- 

hidroxiquinolina obtenidos por sintesis, las principales son diiodohidroxiquinolina y 
clioquinol. En la amibiasis humana estas sustancias actian favorablemente en los 
padecimientos intestinales agudos como cronicos, su efecto se ejerce Unicamente en la 

luz del intestino debido a la pobre adsorcién que poseen. Las hidroxiquinolinas 
halogenadas son en general poco toxicas, sin embargo son capaces de provocar 

trastornos digestivos, neuroldgicos y de iodismo (Litter, 1986). 

  

  

OH oO Ou 
Wot Ry. = 4, - 

s €-0-(C)-y-€-€-c1 Ny Rs =-L, -Cl 
R,=-4l 

CH, Cl 4 7 
Rs 

  

FIGURA 1. Estructuras de furoato de diloxanida, diiodohidroxiquinolina (Rs, Ry 

= 1) y clioquinol (Rs= Cl y Ry =1). 

2.1.3. Amebicidas de acci6n sistémica. 

Los farmacos mas importantes en este grupo son: emetina y cloroquina (figura 
2). La emetina es un alcaloide que se extrae del Cephaelis ipecacuan. En a amibiasis 

humana provoca rapidamente la desaparicion de los sintomas agudos de la disenteria 
amibiana. Produce la curacién solamente en 10 a 15% de los casos por lo que se hace 
necesario su uso combinado con otros farmacos. Actia preponderantemente sobre las 
amibas existentes sobre fos tejidos es decir sobre la mucosa y no sobre las que se 
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encuentran en fa luz del intestino, en cuanto a su mecanismo de accion amebicida no se 

ha dilucidado. No es una sustancia inocua sino que es capaz de provocar cuadros de 

intoxicacién que pueden ser graves y que se deben a dosis altas o a acumulacién de 

dosis pequefias suministradas durante un periodo prolongado. Las reacciones adversas 

afectan ef tracto gastrointestinal, musculo esquelético y el sistema cardiovascular las 

cuales son las mas severas (Litter, 1986) 

La cloroquina corresponden a un grupo quimico sintético de las 4- 

aminoquinolinas, la utilidad terapéutica Unica de este farmaco se advierte en la 

amibiasis extraintestinal en seres humanos y depende de su accién toxica directa contra 

trofozoitos de E. hitolytica junto con el hecho de que se concentra fuertemente en el 

higado, el farmaco se utiliza sdlo cuando el metronidazol es ineficaz o esta 

contraindicado. La cloroquina es ineficaz contra la amibiacis intestinal debido a que 

esta se absorbe casi completamente en el intestino delgado y en la pared alcanza sdlo 

bajas concentraciones. Las manifestaciones toxicas estan relacionadas primeramente 

con el sistema cadiovascular; esto incluye hipotensién, vasodilatacion, supresion de la 

funcion miocardica, anormalidades electrocardiograficas y eventualmente paro 

cardiaco. Dosis mayores a 5 g usualmente son fatales (Tracy y Webster, 1996). 

  

“OO 
HNCH(CH2}sN(C2Hs)2 

CH; 

  

  Emetina Cloroquina 
  

FIGURA 2. Estructuras de ta emetina y cloroquina. 

2.1.4. Amebicidas de accién multiple. 

Metronidazol y ordinazol (figua 3). Estos farmacos constituyen los Unicos que 

son amebicidas de accion sistémica e intestinal, es decir que son eficaces en todas las 

localizaciones de la amibiasis, El metronidazol se puede considerar como un 

profarmaco debido a que necesita de una activacién metabdlica por parte de los 

microorganismos sensibles. Una vez que se difunde en el interior de ellos y de las 

células, el grupo nitro capta electrones de las proteinas transportadoras de electrones 

con potenciales redox negativos suficientemente pequefios. Los efectos adversos sdlo 
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en contadas ocasiones alcanzan intensidad suficiente para interrumpir el uso del 
farmaco, las més comunes son cefaleas, nauseas, xerostomia, y un regusto metabdlico. 

En ocasiones surgen vémitos, diarrea, y molestias abdominales. El metronidazol a 

dosis altas y por largos periodos a mostrado ser carcindgeno en roedores y bacterias 

es mutageno (Tracy y Webster, 1996). 

  

  

H-C-——N CH2CH(OH)CHZCI 

| \-cus ON N CH; 

omen Tf 
CH,CH,OH N 

Metronidazol Ordinazol     

FIGURA 3. Estructuras del metronidazol y ordinazol. 

2.2. Giardiasis. 

La giardiasis, es causada por el protozoo flagelado Giarda lamblia, es la 

infeccién intestinal por protozoo sefialada con mayor frecuencia en paises 
desarroflados y subdesarroflados. Muchos sujetos infectados se hallan asintomaticos, 
no obstante, los microorganismos en cuestidn pueden producir casos aislados o 
epidemias de diarrea que puede ser transitoria o persistente. A veces, se detecta mal 
absorcion que se manifiesta por esteatorrea y pérdida ponderal. La infeccién es una 
consecuencia de la ingestion de quistes, muy frecuentemente por contaminacién fecal 
del agua o de los alimentos, en individuos que viajan a zonas endémicas Los 

andariegos y otras personas similares se infectan al beber agua de los lagos y 
corrientes contaminados, en tanto que los brotes comunitarios son consecuencia de la 
contaminacion de los abastos centrales de agua. No se necesita la intervenci6n de un 

huésped intermediario, pero algunas especies de mamiferos sirven como reservorios de 
la infeccion. La transmision de un ser humano a otro es particularmente frecuente en 
nifios, centro de cuidados diurnos y salas de cunas, y también entre otros sujetos 

internados en diversas instituciones y varones homosexuales Los quistes ingeridos se 
transforma en trofozoitos en el contenido duodenal (Tracy y Webster, 1996). Estudios 
epidemiolégicos sobre esta enfermedad en México, registraron 30648 casos hasta 
semana 37 de 1996 (DGE, 1996).
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2.2.1. Farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiasis. 

Los farmacos utilizados para el tratamiento de la G. lamblia son la quinacrina y 

ef metronidazol. 

Quinacrina (figura 4). Es un derivado ancridinico que se utiliz6 ampliamente 

como antipalidico, pero ha sido sustituido por farmacos nuevos y mas inocuos. Este 

compuesto es muy eficaz contra la G. lamblia, con este farmaco se logra hasta un 

90% de curacién como minimo en toda las personas que padecen la infestacién. La 

quinarcina se absorbe en forma muy facil por el tracto intestinal aun en presencia de 

diarrea muy intensa, se distribuye ampliamente en todos los tejidos y se elimina muy 

lentamente por lo que el farmaco se acumula en forma progresiva. Los efectos toxicos 

de Ja quinacrina son con frecuencia cefaleas, mareos y vomitos, asi como también 

discrasias sanguineas, urticaria y dermatitis exfoliativa (Webster, 1991). Otro de los 

farmacos utilizados en contra de G. Jambia es el metronidazol. 

  

oH 
EU CHa)sM(CoHshe 

660, 
FIGURA 4. Estructura de la quinacrina. 

CH,0 

    
  

2,3. Plantas amebicidas y/o giardicidas. 

Dentro de la medicina tradicional existen algunas plantas que son utilizadas en 

el tratamiento de la parositosis por E. histolytica y G. lamblia. En la tabla 1 se 

mencionan algunas de estas plantas.
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Tabla 1. Plantas con actividad amebicida y/o giardicida. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

ESPECIE EXTRACTO, PROTOZOARIO DE| REFERENCIA. 
VEGETAL. | GRUPO QUIMICO PRUEBA. 

O PRINCIPIO 

ACTIVO. 

Berberis arista Etandlico Entamoeba Sohni ef al, 1995 
histolytica 

Brucea javanica | Extractos sucesivos 
con varios E. histolytica Wright ef al, 1998 

disolventes, 

quasinoides 

Castela tortuosa Extracto total Giardia lamblia Ponce-Macotela ef 
al, 1994 

Cupressus Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela et 
sempervirens al, 1994 

Justicia spicigera Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela e/ 

al, 1994 

Hemattoxilon Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela ef 
campechanum al, 1994 

Lipia beriandier: Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela ef 
al, 1994 

Magnifera indica Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela ez 
al, 1994 

Parthenium Partenia E. histolytica Sharma and 
Aysterophorus (sesquiterpeno) Bhutani, 1998 

Extracto etandlico, 

Piper longum fraccionamiento con E. histolytica Ghoshal ef ai, 1996 

varios disolventes : 

Psidium guajava Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela ef       al, 1994 
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Tabla 1. Plantas con actividad amebicida y/o giardicida (continuaci6n). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

ESPECIE VEGETAL| EXTRACTO, GRUPO PROTOZOARIO REFERENCIA 

QUIMICO 0 PRINCIPIO! DE PRUEBA 
ACTIVO 

Punica granatus Extracto total G. lamblia Ponce-Macotela ef 

al, 1994 

Simaruba amara Extracto total E. histolytica Wright ef al, 1988 

Strychnos Alcaloides indolicos E. histolytica Wright et al, 1991 

usambarensis 

Tabemaemontana Extractos etanolicos E. histolytica Van Beek et al, 

contorta : 1984 

Tabemaemontana Extractos etanolicos E. histolytica Van Beek e# al, 

psorocarpa 1984 

Tinospora cordifolia Extractos etanolicos E. histolytica Sohni e¢ al, 1995 

Tylophora indica Fraccién alcohdlica y de E. histolytica Bhutani et ai, 

alcaloides 1987 

Tylophora hirsuta Fraccién alcohdlica y de E. histolytica Bhutan ef al. 

alcaloides 1987 

Acalypha phleoides Extracto metandlico E. histolytica Calzada ef al, 

y G. lamblia 1997 

Castela texana Extracto metandlico E histolytica Calzada et al, 

y G. lamblia 4997       
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Tabla 1. Plantas con actividad amebicida y/o giardicida (continuacién), 

  

  

  

  

  

  

ESPECIE VEGETAL EXTRACTO, PROTOZOARIO DE REFERENCIA 
GRUPO QUIMICO PRUEBA 

O PRINCIPIO 
ACTIVO 

E. histolytica Calzada et al, 1997 
Cnidoscolus Extracto metandlico y G lamblia 
tehuaacanensis 

E. histolytica Calzada ef al, 1997 
Dyssodia papposa | Extracto metandlico y G. lamblia 

E. histolytica Calzada et al, 1997 
Geranium niveum Extracto metandlico y G. lamblia 

E. histolytica Calzada et al, 1997 
Hellianthella Extracto metandlico y G lamblia 
ginquenervis 

E. histolytica Calzada ef al, 1997 
Kohleria deppeana | Extracto metandlico y G. lamblia 

  

Lepidium virgincum Extracto metandlico 
E. histolytica 

y G lamblia Calzada ef al, 1997 

  

Ratibida latipaliaris Extracto metandlico 

E. histolytica 

y G. lambha Calzada et al, 1997 

    Teloxys graveolens   Extracto metandlico   E. histolytica 

y G. lambha   Calzada et al, 1997 
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2.4. Antecedentes del género Zanthoxylum. 

2.4.1. Taxonomia. 

El género Zanthoxylum comprende alrededor de 900 especies Este género 

pertenece a la familia de las Rutaceas Ja cual esta relacionada con cuatro familias: 

Rutoidaea, Todaidae, Rhabdoideae y Aureniloideae (Heywood, 1979). 

Las especies del género Zanthoxylum mas comunes son las siguientes: Z. 

arborescens, Z. fagara , Z. limoncello y Z. caribeaum (Heywood, 1979). 

Una descripcién general de Zanthoxylum a hace Maximino Martinez como 

sigue: 

Hay variedad en la forma en la que se presenta este género, se puede 

encontrar como arbusto o como Arbol, el arbusto llega a tener hasta 3 m, el arbol va 

desde 3-4.5 m. Los arbustos presentan espinas; hojas imparidas, algunos con flores 

pequefias y frutos foliculados (Martinez, 1969). 

2.4.2, Distribucién. 

El género Zanthoxylum se encuentra ampliamente distribuido, al sur de 

América; México, E.U.A., Africa y Australia (Heywood, 1970). 

2.4.3. Fitoquimica. 

Del género Zanthoxylum se tienen muchos antecedentes fitoquimicos, en los 

que se describen una gran variedad de metabolitos secundarios tales como: alcaloides, 

lignanos, amidas acidas insaturadas y flavonoides. En la tabla 2 se presentan algunos 

metabolitos aislados de este género y su referencia correspondiente.
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Tabla 2. Metabolites aislados del género Zanthoxylum. 

13 

  

  

  

  

  

  

  

  

COMPUESTO. REFERENCIA, 
Zanthoximulina. Shuwu-Jen, 1993. 

Huajioasimulina. Shuwu-Jen, 1993. 

Simulaquinolina. Shuwu-Jen, 1993. 

Acutifolina. Anuuda et af, 1992. 

Acutifolidina. Aruuda et al, 1992. 

O-metilacutifolina. Amuuda ef al, 1992. 

Palmitato de acutifolina Aruuda et af, 1992. 
  

4-(2-N-metiltiraminil)-(Z)-1,2-epoxi-2-metilbutil-3-eno. Marcos ef ai, 1990. 
  

N,N’-dimetilculantramina. Marcos ef al, 1990. 
  

O-metilafileramina. Marcos ef al, 1990. 
  

  

  

6-metoxi-5,6-dihidronitidina. Monroe ef ai, 1987. 

Dioxamin. Adesina y Reichs, 1989. 

Dioxamida. Adesina y Reichs, 1989 
  

Quercetin-3’, 4'-dimetil-7-O-B-glucopiranosido. Xion ef al, 1995. 
  

Tamarixetin-3,7-bis-O-B-glucopiranosido. Xion ef al, 1995. 
  

Meso-2,3-bis(3,4,5-trimetoxibenzil)-1,4-butanodio. Noguela e/ al, 1994. 
  

4-acetoxi-2,3-bis(3,4,5-trimetoxibenzil)-butanol. Noguela ef al, 1994 
  

Meridinol. Amaro-Luis ef ai, 1988 
  

3-oxo-skimiarepina. Arruda ef al, 1994. 
  

Lignano de tipo furano. Arruda et al, 1994. 
  

5-hidroxi-7-metoxi-2-pentilcromona. Jiménez et al, 1989. 
  

Fenil propanol alantoidol. Wine-show ef al, 1994. 
    Alantoidol.   Wine-show ef af, 1994.   
 



Fitoquimica y evaluacién de Ia actividad amebicida y gardicida de Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtte). 14 
  

2.4.4. Actividad biolégica de plantas del género Zanthoxylum. 

Las plantas medicinales, tienen actividad bioldgica localizada en determinadas 

partes de su estructura, en la raiz, tallo, hojas fruto 0 corteza. E! género Zanthoxilum 

presenta actividad biolégica en hojas , corteza y raiz en la tabla 3 se presentan algunos 

de los usos terapéuticos que este género presenta. 

Tabla 3. Actividad biolégica que presentan algunas plantas de! género 

Zanthoxylum (Jiménez, 1989). 

  

  

  

  

  

  

        

ESPECIE uso 

Z. zanthoxyloide Se ha reportado que en las raices existen compuestos con 

actividad pungente. 

Z. setulosum Repelente de insectos. 
Del extracto de raices, se encontré propiedades 

Z. fagara antimicrobianas. Ademas devuelve el color al agar sangre. 

Z. avicenae En Hong Kong, lo usan como desinflamatorio de Ja garganta 

y para la ictericia. 

Z. caribaeum Astringente, caustico, dolor de cabeza, diarrea, 

entumecimiento de labios y lengua, para tratar la lepra, 

reumatismo, dolor y sarna. 

Z. Plerota Anticonvulsivo, antipirético, eripsela, incordios. 
  

2.5. Generalidades de Zanthoxylum liebmannianum, 

2.5.1, Descripcion. 

La descripcion encontrada en la literatura para Z. liebmannianum sefiala tas 

siguientes caracteristicas (Stanley, 1920). 

Es un arbusto o arbol pequefio de 3-4.5 m de altura, y es con espinas 

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

muy pequefios, semillas negras lustrosas brillantes, originalmente fue descrita de San 

Juan municipio del estado de Oaxaca.
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2.5.2. Distribucién. 

En México se localiza al norte y centro de ia repiblica hasta llegar al sur de 

Oaxaca, Michoacan, Hidalgo, Puebla y Chiapas (Stanley, 1920). 

2.5.3. Fitoquimica. 

De la corteza y hojas del Zanthoxylum liebmannianum (Colopahtle) se tienen 
trabajos previos que describen el aislamiento de los los siguientes metabolitos: un 

lignano (sesamina), dos esteroles (f-sitosterol, B-(D)-giucdsido de §-sitosterol) 

Giménez, 1989), un sesquiterpeno (@ hidroxijunennol) y una isobutilamida (c- 

sanshool) (Navarrete y Hong, 1996, Navarrete, ef al, 1987) 

2.5.4. Actividad biolégica. 

Los extractos de Zanthoxylum liebmannianum se han sometido a ensayos para 
evaluar su actividad amebicida. En este estudio se determind que existe un efecto 
sobre las enzimas hexosinasa y fosfoglucomutasa de Entamoeba histolytica (Jiménez, 
1989). Tambien el cocimiento de la corteza de Zanthoxylum liebmannianum 

disminuye la cuenta de huevecillos de nematodos en borregos y sea logrado identificar 

al a- sanshool como el principio activo nematicida de esta planta en contra del Ascaris 
suum (Navarrete y Hong, 1996)..
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3. OBJETIVOS. 

3.1. OBJETIVO GENERAL. 

Realizar el estudio fitoquimico y la evaluacién de la actividad amebicida y 

giardicida del extracto alcohélico de las hojas de Zanthoxylum liebmannianum 

(Colopahtle), y de los compuestos aislados y caracterizados dei mismo. 

3.2. Objetivos especificos. 

a). Colecta de Ia planta de Zanthoxylum liebmannianum. 

b). Preparacién de los extractos alcohdlicos. 

c). Separacion cromatografica de los extractos y purificacion de los compuestos. 

d). Evaluacion de ta actividad amebicida de los extractos y sustancias. 

e). Identificacién de los compuestos aislados por medio de las constantes fisicas y 

espectroscépicas. 

4, HIPOTESIS. 

Los extractos alcchdlicos de las hojas de Z. liebmannianum presentaran 

actividad amebicida y giardicida asi como las fracciones y compuestos aislados del 

mismo.
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5, MATERIAL Y METODOS. 

5.1. Material de vidrio. 

1.- Placas para cromatografia en capa fina de 3x5 cm. 

2.- Columnas de vidrio para cromatografia en columna de diferentes tamafios. 

3.- Vasos de precipitado de 1000, 250, 100 y 50 mL. 

4.- Matraces bola de boca esmerilada de 1000, 500, 250 y 100 mL. 

5.- Matraces erlenmeyer de 500, 250, 125, 50 y mL. 

6.~ Matraces kitazato de 500, 250 y 125 mL. 

7.- Embudos de separacion de 1000, 500, 250 y 100 mL. 

8.- Espatulas de diferentes tamafios. 

9.- Probetas de 1000, 500, 100 y 50 mL. 

10.- Barra magnética para agitacion. 

I 1.- Embudos buchner de diferentes tamaifios. 

12,- Embudos de vidrio de tallo corto y largo. 

13.- Embudo girsch de taille corto. 

14.- Soportes universales. 

15.- Refrigerantes de diferentes tamafios. 

16.- Pinzas de tres dedos con nuez. 

17.- Trampa para vacio. 

18.- Anillos de fierro de diferentes tamafios. 

19.- Tubos capilares
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§.2.Reactives, 

1.- Silice 70-230 (tamafio de particula de 0.063-0.20 mm) para cromatografia en 

columna. 

2.- Placas de gel silice para cromatografia en capa fina. 

3.- Disolventes organicos: hexano, cloroformo, acetona, acetato de etilo, metanol, 

etano! y cloruro de metileno. 

4.- Carbonato de sodio. 

5.- Cloruro de sodio. 

6.- Hidréxido de sodio. 

7.- Sulfato de sodio anhidro. 

8.- Acido clorhidrico. 

9.- Acido sulfirico. 

10.- Hidréxido de amonio. 

11.- Permanganato de potasio. 

12.- Sulfato cérico amoniacal. 

13.- Reactivos para identificacion de alcaloides. 

14.- Acido acético. 

15.- Sephadex G-25 para filtracién sobre gel (Aldrich). 

16.- Nitrato de bismuto. 

17.- Acido nitrico. 

18.- Yoduro de potasio. 

19.- Cloruro de plata. 

20.- Agua destilada.
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5.3. Equipo. 

L.- Evaporador rotatorio Biichi RE 111. 

2.- Parrilla de calentamiento. 

3.- Bomba para vacio. 

4.- Lampara de luz ultravioleta. 

5.- Balanza analitica. 

6.- Balanza semianalitica. 

7.- Aparato Fisher -Jones para punto de fusion Modelo IT 684 

8.- Espectrémetro de resonancia magnética nuclear, Varian XL-300Gs. 

9.- Espectrofotometro de infrarrojo modelo Perkin Elmer 16 F PC FT. 

10.- Espectrémetro de masas modelo Hewlett Packard 5989A. 

3.4, Material vegetal. 

La planta utilizada para este estudio fue colectada en San Andrés Cacaloapan, 
municipio de tehuacan Puebla, la recoleccién se hizo en septiembre de 1995,. una 

muestra se deposité en el ““Herbario de plantas utiles, Efrain Hérnandez X’’, de la 

Universidad Autonoma Chapingo (xolo-198126) y fue identificada por el M. en C. 
Erik Estrada del departamento de Fitotecnia de la misma universidad. 

El material se sec a la sombra a temperatura ambiente, posteriormente se 
pulverizé en un molino manual. 

§.5. Método de extraccién. 

a) Un lote de 2.403 kg. de hojas secas y molidas, se extrajeron tres veces por 

maceracion en forma sucesiva con 7 litros de hexano, 7 litros de etanol y con 7 litrosde 
metanol, manteniéndose a temperatura ambiente por tres dias con cada disolvente 

segun se muestra en figura 5. Al evaporar dichos disolventes se obtuvieron 104 g de 

extracto hexanico, 39 g de extracto etandlico y 260 g de extracto metandlico.
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b) Otro lote de 3.290 kg. de hojas secas y molidas, se extrajeron en forma 

sucesiva y con calentamiento a reflujo durante 4 horas con 8 litros de hexano y 8 litros 

de etanol tres veces con cada disolvente y de manera similar al esquema mencionado 

anteriormente. Obteniéndose 150 g de extracto hexanico y 373 g de extracto 

etandlico. 

5.6. Fraccionamiento. 

Los 39 g del extracto etandlico obtenido por maceracién se preadsorbieron en 

40 g de silica gel 60 de 70 a 230 malias. Posteriormente se procedié a separarlo por 

cromatografia en columna empacada con 400 g de gel de silice. La columna se eluyé 

primero con hexano y se incrementando gradualmente la polaridad con acetato de etilo 

y finaimente acetona. Se colectaron un total de 270 fracciones de 250 mL. 

De los 264 g del extracto metandlico obtenido por maceracién, sdlo fueron 

utilizados 188.3 g los cuales se preadsorbieron en 188.3 g de silica gel 60 de 70 a 230 

mallas. Posteriormente se procedié a separar por cromatografia en columna empacada 

con 1883.0 g de gel de silice. La columna se eluyé primero con hexano incrementando 

gradualmente la polarida con acetato de etilo y finalmente acetona. Se colectaron un 

total de 310 fracciones de 500 mL cada una. 

Los 373 g. del extracto etanélico obtenidos por reflujo de las hojas del 

segundo lote, se preadsorbieron con 373 g de gel de silice, posteriormente se procedié 

a separar por cromatografia en columna empacada con 3730 g de gel de silice. La 

columna se eluyO primero con hexano, mezclas de acetato de etilo hexano en 

diferentes proporciones, acetato de etilo y acetona. Se colectaron un total de 280 

fracciones de 500 mL cada una. En esta columna se realizaron cambios rapidos de 

polaridad. 

5.7. Analisis de las fracciones. 

Las fracciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina, utilizando 

placas de aluminio recubiertas con silica gel. Dichas placas fueron analizadas con una 

lampara de luz ultravioleta y posteriormente reveladas con sulfato cérico amoniacal en 

acido sulfarico 2N. El color fue desarrollado utilizando una placa de calentamiento a 

110 °C. En el desarrollo de las placas se utilizaron mezclas de varios disolventes y en 

distintas proporciones. Las fracciones semejantes fueron reunidas de acuerdo al patron 

que desarrollaron las cromatoplacas.
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Planta seca y molida 
2.403kg 

Extraccién con 7 

litros de hexano 
3 veces) 

  

Concentrar a vacio Residuo vegetat 

Extraccién con 
etanol 7 litros 

Extracto hexanico (3 veces) 

concentrado, 104 g 

  

Concentrar a vacio Residuo vegetal 

Extraccién con 7 
litros de metanol 

Extracto etanélico @ veces) 
concentrado, 39 g 

  

Concentrar a vacio Residuo vegetal 

Extracto metanélico 
concentrado, 264 g 

FIGURA 5. Esquema de la preparacién de los extractos de las hojas de 
. Zanthoxylum liecbmannianum (Colopahtle).
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5.8. Identificacién de los compuestos. 

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher -Jones Modelo 
Il 684 y no estan corregidos. Los espectros de RMN de 'H y "°C, a 300 Mhz, se 
realizaron en un espectrometro Varian Associates XL-300Gs, utilizando CDCl y 

DMSO- ds como disolventes y utilizando TMS como referencia interna. Los 

desplazamientos quimicos (6) estan dados en partes por millon (ppm) respecto al 

TMS. Los espectros de infrarrojo se determinaron en un Espectrofotometro Perkin 
Elmer 16 F PC FT en celdas de cloruro de sodio, utilizando cloroformo como 

disolvente y pastillas de bromuro de potasio. Los espectros de masas se determinaron 

en un espectrometro Hewlett Packard 5989A por impacto electrénico 

5.9. Preparacion de derivados acetilados. 

Para formar los derivados acetilados de los productos aislados se empleo 1 mL 

anhidrido acético y | mL piridina por cada 100 mg de producto. En todos los casos la 
mezcla de reaccién se dejo 12 horas a temperatura ambiente. Cuando en el medio de la 

reaccion se formaron productos sdlidos, éstos fueron separados por filtracién y 
posteriormente lavados con éter etilico; en los otros casos, a la reaccion se le agregé 
hielo, y se realizaron extracciones con acetato de etilo ( tres veces) , ta fase organica 

fue lavada con solucion de HC! al 10 % (tres veces), después con solucion saturada de 
NaHCO; (tres veces). Finalmente la fase organica fue lavada tres veces con agua y 
secada con Na2SO, anhidro. El disolvente se filtré y se evapord (Dominguez, 1985). 

5.10. Ensayo biolégico in vitro. 

§.10.1. Pardsitos. 

Los microorganismos empleados en el ensayo fueron Entamoeba histolytica y 

\ Giardia lamblia. La E. histolytica se mantuvo en el medio TYI-S-33, enriquecido con 

10% de suero de bovino (Diamond y Bartgis, 1971) y la G. lamblia se mantuvo en el 

medio de cultivo TYI-S-33 modificado y suplementado con 10% de suero de ternero 

(Cedillo et af, 1991), estos se mantuvieron en condiciones axénicas para tener un 

crecimiento en fase logaritmica.
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5.10.2. Ensayo antiprotozoario. 

El ensayo de prueba in vitro en contra de E. histolytica y G. lamblia se realiz6 

usando el método que a continuacién se describe (Cedillo-Rivera ef al., 1992, 

Cedillo-Rivera y Mufioz, 1992): Cada extracto testigo y metabolito secundario aislado 

(100 mg) se disolvié en 1 mL DMSO y 19 mL de medio de cultivo, los cuales se 

depositaron en tubos de ensaye, de esta solucién se tomaron alicuotas y se Hevaron a 

un volumen final de 4 mL con medio de cultivo, estas alicuotas fueron tomadas de tal 

forma que la concentracién final estuviera en el rango de 25-200 ug/mL. Los tubos 

que contenian incorporado al extracto y al medio, fueron inoculados con E. 

histolytica 0 G. lamblia. Cada inoculacion realizada contenfa 6x10° y 5x10* 

trofozoitos/mL respectivamente. En cada ensayo se incluyé al metronidazol, que es un 

farmaco esténdar amebicida y giardicida, asi como un control (medio de cultivo mas 

trofozoitos y DMSO) y un blanco (medio de cultivo). Posteriormente fueron 

-jncubados a 37 °C por 48 hrs. Posteriormente los trofozoites fueron separados 

enfriando el medio de cultivo y se tomaron alicuotas de 50 uL de cada tubo, las que 

se subcultivaron en medio fresco. Finalmente se determin6 el ntimero de pardsitos 

con un hemocitémetro y el porcentaje de inhibicién del crecimiento de los trofozoitos 

fue calculado por comparacién con el medio de cultivo control. Los resultados fueron 

confirmados por un método colorimétrico el cual se describe en el parrafo sguiente. 

5.10.3. Método colorimétrico. 

Los trofozoitos fueron lavados por centrifugacién ¢ incubados por 45 min. a 

37° C en solucion buffer de fosfatos que contenia 0.075% de MMT (Bromuro de 3- 

(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium) y 250 mg de metasulfato de fenacina. 

El exceso de colorante fue eliminado por medio de lavados y Ja sustancia responsable 

del color desarrollado (formazan) en los trofozoitos fue extraida con una solucién de 

acido clorhidrico-isopropanol; determinandose fas lecturas de absorbancia a una 

longitud de onda de 570 nm. En cada caso el porcentaje de inhibicién se calculé para 

cada concentracién, los cuales se transformaron en unidades de probabilidad.Y se 

determiné !a concentracién letal 50 (CLso )- Los experimentos se realizaron por 

duplicade y se repitieron tres veces.
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6. RESULTADOS. 

6.1. Fraccionamiento cromatografico. 

a) fraccionamiento del extracto etandlico obtenido por maceracion. Se 

colectaron un total de 250 fracciones las cuales se resumen en la tabla 4 De las 

fracciones 23-25 se obtuvo un polvo cristalino el cual fue lavado con acetato de etilo, 

obteniéndose 0.5 g de compuesto puro presentando este un punto de fusion de 136- 

139°C el cual fue identificado como P-sitosterol. 

De las fracciones 175-182 se obtuvo un polvo amarillo como mezcla de 

flavonoides (0.5 g), la cual fue purificada por recromatografia en una columna 

empacada con 52.4 g de gel de silice, la elucién se realizo con cloroformo-metanol 

(9:1), (8-2), (7-3), (6-4) y 100% de metanol recolectandose un total de 220 fracciones 

de 30 mL cada una. De las fracciones 131-139, de esta segunda columna eluidas con 

cloroformo- metanol (8:2) se obtuvieron 0.3 g de un compuesto cromatograficamente 

homogéneo de punto de fusién 180-186°C, el cual fue identificado como 3-0-B- 

galactopiranosil quercetina. 

b). Del fraccionamiento del extracto metanolico obtenido por maceracién se 

colectaron un total de 310 fracciones, las cuales se resumen en la tabla 5. De las 

fracciones 21-23 se obtuvo un polvo cristalino que fue favado con acetato de etilo, 

resultando 1.5 g de compuesto puro. El punto de fusion de este compuesto fue de 

132-134°C, y fue identificado como -sitosterol. 

De la fraccién 191 se obtuvo un polvo cristalino el que fue lavado con acetato 

de etilo, resultando 1.0g de un producto puro, con un punto de fusion de 264-268°C 

De la fraccién 234 se obtuvo un polvo amarillo como mezcla de flavonoides 

(2.3 g), que fue purificada por medio de una recromatografia en columna empacada 

con 200 g de gel de silice. La elucion se realizé con cloroformo-metanol (95:.5), (90- 

10) y 100% de metanol, recolectandose un total de 200 fracciones de 30 mL cada una. 

De las fracciones 106-117, eluidas con cloformo-metanol (9:1) se obtuvieron 

0.3 g de un compuesto homogéneo cromatograficamente, de punto de fusién 180- 

186°C el cual se identificé como 3-O-f-galactopiranosil quercetina.
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Tabla 4. Resumen de la cromatografia en columna del extracto etanélico 

obtenido por maceracién de hojas de Zanthoxylum liebmannianum. 

Proporcién Eluyente No. de Fracciones Observaciones 

fracciones Combinadas 

100 % Hexano 1-4 1-4 Descartadas 

5-15 Descartadas 

9:1 Hexano:AcOEt 5-37 16-22 Descartadas 
23-25 B-sitosterol 

26-37 Descartadas 

38-46 Descartadas 

47-56 Descartadas 

56-66 Descartadas 
67-71 Descartadas 

72-77 Descartadas 

8:2 Hexano:AcOEt 38-141 77-86 Descartadas 
87-98 Descartadas 

99-112 Descartadas 

113-120 Descartadas 

121-141 Descartadas 

7:3 Hexano:AcOEt 142-150 142-150 Descartadas 

6:4 Hexano:AcOEt 151-158 151-158 Descartadas 

5:5 Hexano:AcOEt 159-162 159-162 Descartadas 

163-174 Descartadas 

100% AcOEt 163-248 175-181 Mezcla de 

. flavonoides 
182-200 Descartadas 

201-248 Descartadas 

100% Acetona 248-270 248-270 Descartadas         
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Tabla 5. Resumen del fraccionamiento por cromatografia en columna dei 

extracto metanélico obtenido por maceracién de Zanthoxylum 

  

  

  

  

  

  

  

    

liebmannianum. 

Eluyente Proporcién No. de Fracciones Observaciones 
Fracciones Combinadas 

Hexano 100 % L-7 1-7 Descartadas 

8-20 Descartadas 

21-23 B-sitosterol 

24-32 Descartadas 

33-44 Descartadas 

Hexano:AcOEt 9:1 8-141 45-49 Descartadas 
50-67 Descartadas 
68-88 Descartadas 

89-106 Descartadas 
107-141 Descartadas 

142-148 Descartadas 

Hexano:AcOEt 8:2 142-172 149-167 Descartadas 
168-172 Descartadas 

Hexano:AcOEt 7:3 173-181 “173-181 Descartadas 

Hexano:AcOEt 5:5 182-196 182-190 Descartadas 

191 B-(D)-glucésido 

de f-sitosterol 

192-195 Descartadas 

AcOEt 100 % 191-266 196-208 Descartadas 
209-217 Descartadas 

218-233 Descartadas 
234 Mezcla de 

flavonoides 
235-266 Descartadas 

Acetona 106 % 267-310 267-290 Descartadas 
291-310 Descartadas            
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c). Fraccionamiento del extracto etandlico obtenido por reflujo. Se colectaron 
un total de 280 fracciones las cuales se resumen en la tabla 6. De la fraccione 2 se 
obtuvo cristales blancos los cuales fueron lavados con acetato de etilo, obteniéndose 
0.0712g de compuesto puro, cuyo punto de fusién resulto ser de 113-116°C, el cual 
fue identificado como asarinina. 

De las fracciones 5-7, se obtuvo un polvo cristalino blanco, el cual fue lavado 
con acetato de etilo, resultando 1.5 g de compuesto puro, et cual present un punto 
de fusion de 134-13 6°C, identificandose como P-sitosterol. 

De las fracciones 24-28 se obtuvo un polvo amarillo (1.4165 g), el cual fue 

lavado con metanol y posteriormente con acetona. Del tratamiento anterior se obtuvo 
1.0 g de una sustancia cuyo punto de fusién resulto ser de 180-186°C, el cual fue 

identificado como 3-O-B-galactopiranosil quercetina. 

De fa fraccién 260 eluida con acetona se obtuvo un polvo cristalino blanco, el 

cual fue lavado con etanol, obteniéndose 0.2 g de compuesto puro, el cual se identificd 
como sacarosa. 

Tabla 6. Resumen de la cromatografia en columna del extracto etandlico 

obtenido por reflujo de Zanthoxylum liecbmannianum. 

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Eluyente Proporcién No.de ~ Fracciones Observaciones 

Fracciones Combinadas 

1 Descartada 
2 Asarinina 

Hexano 100% 1-28 3-4 Descartadas 

5-7 B-sitosterol 

8-23 Descartadas 

3-0-B- 
24-28 galactopiranosil 

quercetina 
Hexano: AcOEt 9:1 29-50 29-50 Descartadas 
Hexano: AcOEt 8:2 51-80 51-80 Descartadas 

Hexano: AcOEt 7:3 81-120 81-120 Descartadas 

Hexano’ AcOEt 6:4 121-160 121-160 Descartadas 

Hexano: AcOEt 5:5 161-190 161-190 Descartadas 

AcOEt 100% 191-230 191-230 Descartadas 

231-259 Descartadas 
Acetona 100% 231-270 260 Sacarosa 

261-270 Descartadas 
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6.2. Evaluacién de la actividad biolégica. 

La actividad biocida de los extractos alcohdlicos de las hojas de Z. 
liebmannianum y \os compuesto obtenidos de ellos se evaluo en cultivos de 
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia. Los resultados obtenidos se presentan en la 

tabla 7. 

Tabla 7. Resultados de fa actividad biocida de extractos y compuestos evaluados 

por triplicado, tomando como referencia al metronidazol. 

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Entamoeba histolytica Giardia lamblia 

COMPUESTO | CLs j1g/mL LC. CL so pg/mL Ic. 

Extracto 
etandlico 3.48 3.68-3.28 57.99 58.08-5790 

(maceracion) 

Extracto 
metandlico 63.11 63 4--62.82 184.84 185.26-184 44 

(maceracion) 

Extracto . 
etandlico 41.45 4168-4123 156,53 156.85-156.23 

(reflujo) 

_B-sitosterol 52.28 52.08-52.68 71.01 71,01-71.30 

B-(D)-glucésido 82.16 82.00-82.26 61,50 61,10-61.70 

de B-sitosterol 

Asarinina 19.86 19.76-20 01 35.45 35.15-35 70 

3-0-B- 
galactopiranosil 96 10 96.57-95.64 85.91 86.01-85 81 

_quercetina 
Metronidazol 0.22 0.22           
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7. DISCUSION DE RESULTADOS. 

7.1. Caracterizacion de los compuestos aislados. 

7.1.1, B-Sitosterol. 
En la separacién cromatografica del extracto etandlico, se obtuvieron de las 

fracciones 23, 24, 25 eluidas con hexano 0.5 g de un compuesto cristalino blanco, con 
un punto de fusion 132-133°C. En el espectro de infrarrojo (espectro 1) se observan 
bandas de absorcién 3414 cm y 1642 cm' tipicos para las vibraciones de hidroxido y 
alquenos respectivamente. Lo anterior permitié sugerir que este producto natural 
posee la estructura de un alcohol. Estas observaciones fueron corroboradas con su 
espectro de RMN-' H (espectro 2) donde se observaron sefiales para un hidrégeno 
vinilico en 85.3 ( H, dd, J = 0.0145, J = 0.0104 ) asi como un sefial ancha en 53.5 (H, 
m) que se asigno a un hidrégeno base de hidroxido. Otro conjunto de sefiales simples 
e intensas a campo alto el mismo espectro, sugirieron que esta sustancia correspondia 
al esqueleto de un esterol. Al comparar esta sustancia por medio de una 
cromatrografia de capa fina con una muestra autentica de B-sitosterol, se obtuvo un Ry 
igual para ambas sustancias. Con la informaci6n anterior y el punto de fusién descrito 
en al literatura de 127-128°C se conciuyé que se trataba del B-Sitosterol, esterol muy 
conocido y ampliamente distribuido en la naturaleza (figura 6). 

  

  

HO’       

FIGURA 6. Estructura del B-sitesterol
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7.1.2. B-(D)-Glucésido de B-sitosterol. 

Al eluir la columna del extracto etandlico, con acetato de etilo en las fracciones 

164-165 se obtuvo 1 g de un compuesto cristalino blanco de punto de fusion 264°C 

con descomposicién. En el espectro de IR (espectro 3) se observaron bandas de 

absorcién en 3306 y 1642 cm’ tipicas de grupos hidroxilo y enlace doble carbono- 

carbono respectivamente (Dyer, 1978). Lo anterior fue confirmado en el espectro de 

RMN-'H (espectro 4) en ef que se observa sefiales caracteristica en el grupo hidroxido 

entre 63.8 y 5-4.9 ademas de una sefial para hidrégeno vinilico en un 65.3 la 

informacion anterior permitié inferir que esta molécula esta constituida de dos 

fragmentos, uno de ellos es B-sitosterol y el otro es un azucar ya que en el espectro de 

RMN-'C (espectro5) se observaron siete sefiales para carbonos base de oxigeno, uno 

de ellos correspondié al carbono anomerico tipico de !a mayoria de los derivados }- 

glucicidicos en 101 ppm (Wehrli y Nishida, 1979). Las otras cinco resonancias de 

RMN-"C fueron asignadas al esqueleto de la glucosa por la comparacién con los 

descritos en la literatura (Chang ef al, 1979) ( figura 7). 

  

  

    
  

FIGURA 7. Datos de RMN-"C de la B-glucosa. 

El resto de las sefiales de RMN-?C (29 resonancias) se asignaron al esqueleto 

del B-sitosterol en el que las sefiales del doble enlace (6140.4 y 6121.1) son muy 

caracteristicas (figura 8). 

  

  
      

FIGURA 8. Estructura del B-(D)-glucésido de B-sitosterol.
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7.1.3. Acetilacién del B-(D)-glucésido de B-sitosterol. 

Esta reaccion permitié establecer la identidad de esta sustancia En el espectro 
RMN-'H (espectro 6) se observan cuatro sefiales simples entre 52.0 y 521 que 
corresponden a cuatro metilos de acetato. Lo anterior hizo suponer que la molécula 
posee cuatro grupos hidroxilo, dichos grupos se asignaron a un fragmento de glucosa 
ya que en la region de 83.6 y 55.5 del mismo espectro de RMN-'H se observan un 
conjunto de sefiales caracteristicas para la glucosa acetilada. La molécula de glucosa 
anterior se supuso estar insertada en la posicién C-3 como en la mayoria de los 
glicosidos naturales. El punto de fusion del derivado resulto semejante al descrito en la 
literatura (pf = 155-157°C ). Finalmente la comparacion con una muestra de referencia 
condyjo a la identificacién inequivoca de esta sustancia como el tetraacetato de B-(D)- 
glucdsido de B-sitosterol (figura 9). 

  

AcO 0 
Ac ‘0 

FIGURA 9. Estructura del tetraacetato del B-(D)-glucésido de B-sitosterol, 
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7.1.4, Asarinina. 

En el espectro de masas_se observé un ion molecular M* 354 que calcula para 
CHO, por otro lado en el espectro de IR. se observa una vibracién débil a 1720 
cm’! tipica de un anillo aromatico, ademas de una banda de fuerte intensidad a 1030 

cm’ caracteristica de vibracién carbono enlazado a oxigeno (C-O). El mismo espectro 
de IR muestra una banda a 790 cm‘! y 925 cm” que son sefiales congruentes con un 

sistema aromatico trisustituido, 1,2,4 (Dyer, 1978). 

Lo anterior se confirmé en el espectro de RMN-'H (espectro 7), donde se 

observaron sefiales para protones aromaticos entre 56.7 y 66.9 y en el espectro de 
RMN-C (espectro 8) en donde se observaron 20 sefiales de resonancia. En el 
experimento de resonancia conocido como DEPT (Espectro 9) se distinguieron 

ademas 4 sefiales para grupos metileno (CH), 10 sefiales para metinos (CH) y se 
calcularon el resto de las sefiales para 6 carbonos cuaternarios. En el mismo espectro 

de RMN.-’H de esta mofécula, se observaron dos sefiales simples en 55.94 y 65.95 que 
integraron para dos protones cada una. Estas sefiales son tipicas de grupos 
dioximetileno aromatico como el del piperonal (Bhacca ef al, 1962),(figura 10). 

  

ft 
0. C-H 

< 
0       

FIGURA 10. Estructura del piperonal. 

Por otro lado, se puede inferir que los grupos dioximetileno estan ubicados en 
anillos aromaticos de distinto ambiente magnético, de acuerdo con esta diferencia en 
sus desplazamientos quimicos. Con los datos anteriores, se postularon tres fragmentos 

que contribuyen a fa formula estructural de este compuesto (figura 11). 

  

  
FIGURA 11. fragmentos que contribuyen con la formula estructural propuesta 

para el producto natural aromatico.
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De acuerdo con la composicién en metabolitos secundarios de las plantas del 

género Zanthoxylum, se ban encontrado metabolitos conocidos como lignanos y todos 

ellos poseen un arreglo de tipo Ce-C3-C3-Cs (figura 12) como en los casos de la 

sesamina, asarinina, etc. (Donald y Towers, 1984 ). Revisando la literatura al respecto, 

se encontro que esta sustancia coincide en sus datos fisicos y espectroscépicos con la 

asarinina (tabla 8) lignano conocido y aislado previamente del genero Zanthoxylum 

liebmannianum (Reyes et al, 1991). 

  

    Ce—C3—C3— Cg 

FIGURA 12. Arreglo de tipo Ce-C3-C3-Cs 

  

Para confirmar la estructura se determinaron otras constantes mediante la 

espectroscopia homonuclear COSY (espectro 10), cuyo espectro fue mas informativo 

en cuanto a la disposicién estereoquimica de los gripos aromaticos sobre el sistema 

fusionado de dos anillos de tetrahidrofurano. 

En dicho espectro de COSY se observa una sefial doble centrada en 4.81 ppm 

con una J= 5.43 Hz, que corresponde a un hidrégeno base de oxigeno y de anillo 

aromatico dispuesto de manera cis con respecto a otro protén en un anillo 

heterociclico de cinco miembros. Por otro lado se observa otra sefial doble centrada en 

4.38 ppm con una J=7.08, acoplada de manera trans con otro hidrégeno perteneciente 

a otro anillo heterociclico de cinco miembros. 

Existiendo otra sefial doble en 4.1 ppm con una J=9.52 la cual fue asignada a 

un proton ecuatorial base de oxigeno acoplado con otro proton axial e insaturado 

sobre el mismo carbono base de oxigeno. Uno de los hidrogenos de la fusién de los 

anillos aparece en 3.8 ppm como sefial multiple y el otro aparece en 3.3 ppm también 

como sefial miultiple, en la tabla 8 se da un resume de las constantes fisicas y 

espectroscopicas. Quedando plenamente identificada esta sustancia como asarinia 

(figura 13).
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FIGURA 13. Formula estructural de Ia asarinina. 

Tabla 8. Constantes fisicas y espectroscépicas de la Asarinina 

  

PROPIEDAD RESULTADOS 
  

p.f. 117 -118°C 
  

EMIE m/z (100%) 354 ( M’, 25 ), 203 (15), 179 (10), 150 
(26), 149 (100), 135 (49), 121 (15). 

  

IR (CHCh, em") 3010, 2985, 1500, 1475, 1435, 1250, 
1030, 925, 790, 630. 

  

RMN-'H (300MHz CDCh, ppm) 2.85 (1H, m, H-5), 3.3 (tH, m, H-1), 
3.85 (2H, m, H-4a y H-8a), 4.08 (1H, d, 
J = 6.9Hz, H-4,), 4.38( 1H, d, J = 7.182, 
H-6), 4.81(1H, d, J = 6.43Hz, H-2), 5.93 
(2H, s, -O-CH,-0), 5.95 ( 2H, s, -O- 
CHO), 6.75-7.05 (3H, m, H-5', H-6' y 
H-2'). 

  

  
RMN-"C ( 300MHz CDCh, ppm) 

  
29.6 (t, C- ), 50.10 (d, C-8), 54.6 (d, C- 
1), 69.6 (t, C-8), 70.9 (t, C-4), 82.0 (d, 
C-2), 87.6 (d, C-6), 100.9 (t, -O-CEL- 
O), 101.0 (t, -O-CH,-0), 106.3 (d, C- 
2°), 106.5 (d, C-2"), 108.1 (d, C-5’), 
118.6 (d, C-6'), 119.5 (d, C-6"), 132.2 
(s, C-1'), 135.1 (s, C-1""), 146.5 (s, C- 
3°), 147.1 (s, C-3), 147.6 (s, C-4’), 
147.9 (s, C-4’’). 
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7.1.5, 3-O-B-galactopiranosil quercetina. 

De las fracciones 174 a 185 eluidas con acetato de etilo, se aislaron 240 mg de 

un polvo amarillo que resulté ser una mezcla de flavonoides. La mezcla anterior se 

sometié a una serie de recromatografias sucesivas, resultando 30 mg de una sustancia 

de pf = 180-186°C con descomposicion. En su espectro de infrarrojo se observaron 

bandas de absorcién en 3418 cm’ para grupo hidroxilo de alcohol y en 1608 cm” para 

enlace C-C de un sistema aromatico, adem4s de otras vibraciones intensas en 1608 y 

1200 cm’ tipicas de enlaces C-O. En su espectro de RMN-"H (espectro 11) se 

observo una sefial ancha a campo bajo en 12.60 ppm que se intercambié rapidamente 

con D,O, infiriéndose que se trataba de un hidrégeno de grupo hidroxilo quelatado 

con un grupo carbonilo de una B-enona como en la mayoria de los flavonoides, lo 
anterior se apoyd en la vibracién en 1648 cm" del espectro de infrarrojo para dicho 

sistema, postulandose la estructura parcial siguiente (figura 14). 

OL wO 
ae 

FIGURA 14. Férmula parcial representando a la B-enona quelatada con 
hidroxilo. 

Lo anterior se corroboré en su espectro de RMN-"H (espectro 11) donde se 

detectaron sefiales para cinco protones aromaticos entre 56.0 y 57.9. Ademas en el 

espectro de RMN-"H de intercambio con agua pesada ( espectro 12), se detectaron 

intercambios en tres sefiales finas 57.53, 67.62 y 87.63, que fueron asignadas a tres 

protones de hidroxilos fendlicos. Por otro lado, en el espectro de resonancia magnética 

nuclear en dos dimenciones COSY ( espectro 13), se observé claramente la sefial para 

un anillo aromatico 1,2,3,5-tetrasustituido, cuyos protones en 66.43 y 66.20 se 

encuentran acoplados en disposicién meta con J=2Hz.
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Por andlisis tanto de espectro COSY como del espectro por intercambio con 
DO, se pudo inferir ademas que existe otro sistema aromatico 1‘,3’,4’-trisustituido, 
asi como un azucar unido en fa posicién 3 de un flavonoide. Con la informacién 
anterior se puede postular la formula parcial siguiente (figura 15). 

  

  

FIGURA 15. Férmula parcial para un sistema tetrasustituido. 

Al determinar el espectro de RMN-"C (espectro 14) se observaron 21 
resonancias de las cuales seis se asignaron a carbonos base de oxigeno, las cuales 
presentaron un perfil de desplazamientos analogos con un fragmento de monosacarido. 
EI resto de las sefiales (15 carbonos) correspondieron con un esqueleto de flavonoide, 
lo que se corroboré en el espectro de DEPT (espectro 15) donde se observaron los 
siguientes carbonos base de oxigeno 4CH, ICH) y un carbono anomérico, Al 
comparar estos datos espectroscépicos con los descritos en 1a literatura (Agrawal, 

1989), se dedujo que esta sustancia corresponde a la estructura del 3-O-B-galactdsido 
de quercetina (figura 16). En fa tabla 9 se resumen las propiedades fisicas y 
espectroscopicas del 3-O-B-galactopiranosil quercetina. 

  

  

      

FIGURA 16. Estructura det 3-O-f-galactopiranosil quercetina.
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Tabla 9. Constantes fisicas y espectroscépicas 3-O-B- galactopiranosil quercetina 

  

PROPIEDAD RESULTADOS 
  

pf. 180-186°C 
  

RR (KBr, cm") 3418, 2932, 1648, 1608, 1448, 1382, 
1200, 934. 

  

RMN-'H (300 MHz DMSO, ppm) 3.2-3.8 (6H, m, H-2’, H-3’, H-4’, BS’, 
H-6'), 5.26 (LH, d, J = 7.57Hz, H-1’), 
6.18 (1H, d, J = .96Hz, H-8), 6.41 (1H, 
d, J = 1.96Hz, H-6), 6.82 (1H, d, J = 
9.23Hz, H-5’), 7.53 (1H, s, OH), 7.55 
(IH, dd, J = 9.23, 2.39Hz, H-6’), 7.57 
(1H, d, J = 2.39Hz, H-2'), 7.62 (1H, s, 
OB), 7.63 (1H, s, OH), 12.6 (1H, sa, 
OH). 

  

  
RMN-'C (300 MHz, DMSO-d., ppm) 

  
177.6 (s, C-4), 164.4 (s, C-7), 161.4 (s, 
C-5), 156.5 (s, C-2), 156.5 (s, C-9), 
148.7 (s, C-4’), 145.0 (s, C-3’), 133.7 (s, 
C-3), 122.1 (d, C-6'), 121.3 (s, C-1’), 
166.2 (d, C-5’), 115.4 (d, C-2'), 104.1 (s, 
C-10), 102.1 (d, C-1"'), 98.9 (d, C-6), 
93.8 (d, C-8), 76.0 (d, C-5"’), 73.4 (d, C- 
2"), 71.4 (d, C-4"), 68.13 (d, C-3'), 
60.33 (t, C-6’’). 
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7.1.6, Sacarosa. 

De la fraccién 260 de la cromatografia en columna del extracto etandlico, 

eluida con acetona, precipité 1.0 g de una sustancia cuyo punto de fusion fue de 170- 

172 °C con descomposicion. En su espectro de infrarrojo se observaron una serie de 

vibraciones intensas entre 3268 y 3560 cm” tipicas para grupos hidroxilo de alcohol. 

Lo anterior fue corroborado en su espectro de RMN-'H en DMSO-dg (espectro 16) 

donde se observaron sefiales para protones base de hidroxilo entre 3.0 y 5.7 ppm. Por 

otro lado en su espectro de RMN-"C (espectro 17) se observan 12 sefiales de 

resonancia, que implican fa presencia de 12 carbonos en esta molécula. Asi mismo en 

el espectro DEPT (espectro 18) se deduce que todos los carbonos estén enlazados por 

lo menos a un dtomo de oxigeno, de los cuales 3 son de tipo -CH2-OH, 5 son de tipo - 

CH-OH, 2 son de tipo CH-O- y uno es de tipo -O-CH-O- (591.76) y uno de ellos se 

asigné a un carbono anomérico de tipo -0-C-O- (6104.05) como en los disacaridos. 

Los datos anteriores condujeron para proponer que esta sustancia debe tener una 

formula condensada de C1H,On . Por otro lado se determind su espectro de RMN- 

'H (espectro 19) en agua deuterada y se comparé con el descrito en la literatura para 

sacarosa (Aldrich, 1993), resultando muy semejantes. Finalmente al comparar esta 

sustancia con un patron de referencia de sacarosa por medio de una cromatografia en 

placa fina, resultaron con un mismo Re Identificandose inequivocamente a escrta 

sustancia como sacarosa (figura 17) 

  

  

    
  

FIGURA 17. Estructura de la sacarosa.
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7.2, Ensayo biolégico. 

Tanto los extractos como los compuestos aislados de las hojas de Z. 
liebmannianum presentaron actividad antiprotozoaria in vitro contra fos protozoarios 
utilizados: E. histolytica y G. lamblia (tabla 7). 

EI extracto etanélico obtenido por reflujo present6 actividad antiprotozoaria 
de 41.45 g/mL y 156.53 g/mL contra E. histolytica y G. lamblia respectivamente. 
De los compuestos aislados de este extracto, la asarinina presenté la mayor actividad 
antiprotozoaria con una de CLsy 19.86 pag/mL y de 35.45 pg/mL respectivamente 
tanto en E. histolytica como G. lamblia. Siendo mayor la actividad contra E. 
histolytica, esta es una nueva actividad biolégica para la asarinina a la cual se te han 
descrito otras actividades como antitumoral, antimicotica, efectos sobre Acidos 
nucleicos, inhibicién enzimatica y efectos fisiolgicos varios (Donald y Towers, 1984). 
Ademas se ha escrito que particularmente [a asarinina posee actividad antituberculosa 
(Windholz, 1983). Asi mismo, en todos los casos se utilizé al metronidazol como 
referencia, teniendo éste una actividad antiprotozoaria de 0.22 jig/mL. Al comparar la 
actividad del extracto anterior con dicha referencia, resulté con una potencia de 
188.40 y 711.5 veces menos activa que el metronidazol contra E. histolytica y G. 
lamblia respectivamente. En el mismo sentido, la asarinina tiene una potencia de 90.27 
y 161.13 veces menos activa que la referencia. 

El extracto etandlico obtenido por maceracién  presenté actividad 
antiprotozoaria de 3.48 pg/mL y 57.99 pg/mL contra E£. histolytica y G. lamblia 
Tespectivamente. AJ realizar [a comparacién con el farmaco de referencia, este resultd 
tener una potencia de 15.81 y 263.59 veces menor al metornidazol. La actividad 
bioldgica fue mayor que la del extracto etandlico obtenido por reflujo . Lo anterior 
puede explicarse por una posible descomposicién térmica def extracto y/o sus 
metabolites secundarios como ocurre en los procesos de extraccién de otras plantas 
como en el Marrubium vulgare conocido como marrubio ( Romo de Vivar, 1985). 

La actividad antiprotozoaria moderada para f-sitosterol y B-(D)-glucésido de 
B-sitosterol se describe por primera vez para el 3-O-f-galactopiranosil quercetina es 
la segunda vez que se describe el efecto antiprotozoario contra E. histolytica y G. 
lamblia (Calzada et al ). Es posible que cada uno de los compuestos presentes de Z. 
liebmannianum contribuyan a la actividad antiprotozoaria atribuida a esta planta en la 
medicina tradicional mexicana, sin embargo el hecho de que el extracto etandlico haya 
presentado mayor actividad que los compuestos aislados permite pensar que en dicho 
extracto se encuentra el principio activo antiprotozoario de !a planta o bien que se 
presenta un fenémeno de sinérgismo entre los diferentes compuestos aislados.
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8, CONCLUSIONES, 

Las conclusiones que se desprenden del presente estudio son las siguientes: 

1.- Del extracto etandlico obtenido por maceracién de las hojas de 

Zanthoxylum liebmannianum se aislaron y caracterizaron al B-sitosterol y 3-0-B- 

galactopiranosil quercetina. 

2.~ Del extracto metandlico de las hojas de Zanthoxylum liebmannianum se 

aislaron y caracterizaron al P-sitosterol, 3-O-B-galactopiranosil quercetina. y al B- 

(D)-glucéside de B-sitosterol. 

3.~ Del extracto etandlico obtenido por reflujo de las hojas de Zanthoxylum 

liebmannianum se aislaron y caracterizaron el B-sitosterol, 3-O-B-galactopiranosit 

quercetina, asarinina y sacarosa. 

4. Los extractos y compuestos aislados de las hojas de Zanthoxylum 

liebmannianum presentaron actividad antiprotozoaria in vitro en contra de Entamoeba 

histolytica y de Giardia lamblia, siendo en todos fos casos mayor {a actividad contra 

Entamoeba histolytica. 

5.~ El extracto etandlico obtenido por maceracién presenté la mayor actividad 

antiprotozoaria seguida por la asarinina. 

6.- Se describe por primera vez la actividad antiprotozoaria de asarinina, p- 

sitosterol y B-(D)-glucésido de B-sitosterol. 

7.- La actividad antiprotozoaria in vitro de extracto y compuestos aislados de 

las hojas de Zanthoxylum liebmannianum pueden estar relacionados con el uso en la 

medicina tradicional mexicana como un agente antiprotozoario.
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