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L RESUMEN

En este trabajo de investigacion se establecié un modelo experimental adecuado
para demostrar la actividad amebicida in vitro de plantas usadas en el tratamiento de
diarreas; se realizaron ensayos in vitro con 10 extractos de 5 plantas nativas-de Guatemala
para observar el efecto que tienen sobre la viabilidad de los wofozoitos de Emtamoeba
histolvtica. Para ello se requiri6 el uso de 3 métodos para cuantificar la viabilidad de los
trofozoitos. Dos métodos que consisten en ¢l conteo de trofozoitos vivos posterior a una
incubacion a 37°C por 24 h con el extracto de cada planta en tubos Eppendorf y placas de
96 pozos. El tercer método consiste en la cuantificaciéﬂ espectrofotométrica utilizando sal
de tetrazolio. Se realizaron 7 ensayos en triplicado utilizando 3 com;,entraciones de cada
extracto 1,05y 0.250 mg/ml enfrentados a 3x10" trofozoitos de . histolytica.

En todos los E:nsayos realizados se obtuvo un 100 por ciento de actividad amebicida
{resultado positivo) con .el extracto de la planta Sofamamn americanum, los demas extractos
de plantas variaron significativamente de un 0 a 20% de actividad amebicida en cada
ensayo, lo que los convertio en un res;ultado negativo.

Se encontrd que ¢l extracto acucso de la planta Solanum americanum tiene
actividad sobre la viabilidad de los trofozoitos. Se concluye que los ensayos realizados son
reproducibles y de gran utilidad para la evaluacion de extractos vegetales; se recomienda
seguir realizando més ensayos para elucidar la méiéculg activa de S. americanum y ademas
seguir investigando otras plantas que tengan efectos similares contra los trofozoitos de E.

histolytica para poder, asi, descubrir un posible compuesto con efecto antiamebiano que

ofrezca una opcién en el tratamiento del pardsito.




1L INTRODUCCIﬁN

La amebfasis es una parasttosts del ser humano causada por Entamoeba histolytica,
se manifiesta a nivel intestinal yAextraintestinal, es invasiva y r_ecunénte, y es endémica con
algunas variaciones estacionales semejantes a las que tienen otras infecciones entétjicas, sin
que se pueda hablar en ningin momento de brotes epidémicos. Se reconoce que los
manipuladores de alimentos, tanto como los portadores sanos, son los medios mas comunes
de Hmmmisién dé la enfermedad. E. histolytica ocupa el primer lugar entre los protozoos
entéricos que ataéan al hombre. Conservadoramente, se sabe que el 25 por ciento de la

- poblacion mundial se encuentra infectada por el parasito, equivalente 2 650 millones de
seres humanos que la padecen (1).

Esta enfermedad es un problema de salud en todo el mundo. En la actualidad, el
tratamiento de la enfermedad es a base de compuestos quimicos que son_re]ativamentc
toxicos y algunos de ellos cancerigenos (2). Aiin mas, en algunos casos se ha detectado ‘
que el hospedero presenta resistencia al tratamiento. A causa de ello, se han tratado de
encontrar nuevos compuestos que posean un efecto tdxico para el parasito, pero sin
mayores efectos para el hospedero. Tomando en cuenta que los medicamentos que en la
actualidad ofrecen las casas farmacéuticas no estin al alcance de la mayoria de la
poblacidén es necesario realizar invcs-tigaciones exhaustivas, con el propédsito de descubrir
.drogas de bajo costo y accesibles para la poblacion mdas vulnerable. Desde esta

perspectiva, un paso inicial consiste en el estudio de plantas medicinales que posean



efectos amebicidas. A partir de una base de datos obtenida de la revision etnobotanica
nacional para el establecimiento de plantas de uso medicinal en el tratamiento de
afe(;ciones parasitarias realizada por el Centro Mescamericano de Estudios sobre
Tecnologia Apropiada (CEMAT) y el Laboratoric v Drogueria de Productos
Fitofarmacéuticos Farmaya, se hizo una seleccién de plantas con base a la mayor
frecuencia de uso en enfermedades atribuibles a protozoarios y de éstas se escogieron las
plantas mas populares. (ver Tabla No.1) En este estudio se establecioé un bioensayo para
. determinar cual o cules de los exiractos de estas plantas ofrecen mayores ventajas para ¢l
tratamitf:ntaav]-,r cual es el mas efectivo; y asi seleccionar aquéllos que i:engan un efecto toxico
significativo sobre la viabilidad de los trofozoitos.

Para determinar la efectividad de los extractos, se realizaron 7 bioensayos in vitro
cuantificando la viabilidad de los trofozoitos por 3 diferentes métodos descritos en el
Resumen. Con esto se establecio que el extracto de Solanum americanum tiene un efecto

toxico estadisticamente significativo sobre el parasito.



IIt.. ANTECEDENTES
A. Historia

La Entamoeba histolytica es un protozoo perteneciente a la familia Endamoebidae,
. orden Amebida, clase Lobosea, phylum Sarcomastigophora {(1). Fue descubierta en 1875
por Lasch en las heces de un ruso con disenteria grave, quien produjo expérimentalmcnte
las lesiones inmtestinales en un perro, éin embargo, la relacion entre el parasito y la
disehten’a s6lo quedd demostrada en las investigaciones de Kartulis en 1867 (2). En 1901,
Councilman y Lafleur publicaron un estudio de la anatomia patologica de disenteria
amebiana y absceso hepatico. Schaudinn diferencié Emtamoeba coli de E. histolytica,
administrando quistes de fa ameba a voluntarios, ponien_do asi la base del concepto actual
de la relacién hopedero-parésito en cuanto a la infeccion cliniqa (3).
B. Morfologia y ﬁsiologia

En las heces se puede encontrar E. histolytica en forma de trofozoito, prequiste y
quiste. - El trofozoito o forma vegetativa activa de F. histofytica se reconoce de las demas
amebas del intestino por caracteristicas morfologicas de gran importancia diagnostica. El
ectoplasma es hialino, ancho, transparente y claramente separado del endoplasma y
representa mas o menos la tercera parte del parisito y emite un pseudopodo delgado
parecido a un dedo (2). El endoplasma de granulos finos, generalmente contiene glébulos
10jos en varias etapas de desintegracién, pero no contienen bacterias ni particulas extrafias,

El nicleo es excéntrico y puede a veces reconocerse en la ameba sin tefiir como un anillo




' granulo;so ¥ fino. {Anexol) La tincidon con hematoxilina muestra una memb‘rana nuclear
muy clara, cuya superficie esta cubierta de granulos de cromatina uniformes, pequefios en
contacto intimo. EIl cariosoma pequefio toma i}ien los colorantes v se encuentra en el
centro del niicleo, éste esta formado por varios granulos encerrados en una capsula, de
donde nace una red de fibrillas que se dinge a la periferia del nucleo. Los trofozoitos en
degeneracion se mueven lentamente, el limite entre endo v ectoplasma se va perdiendo, el
citopiasma es mas granuloso y el nicleo se observa mejor (3).

Los trofozoitos poseen movimiento unidireccional observados en preparaciones en
fresco de heces liquidas (2). Las amebas prequisticas son células incoloras, redondas u
ovales, mas pequeiias que el trofozoito pero mayores que el quiste. Carecen de inclusiones
alimenticias y los pseudopodos se forman lentamente por lo que el parasito no se desplaza
(4).

Los quistes son redondos u ovales, ligeramente asimétricos, hialinos, con pared lisa
y refringente que no se tifie. El citoplama de los quistes jovenes contienen vacuolas con
glucdgeno y cuerpos alargados obscuros, muy refringéntes, de extremos redondeados.
Estos cuerpos cromatoides, que al parecer contienen fosfatos y acido desoxirribonucléico,
tienden a desaparecer cuando el quiste madura. Ambos tipos de inclusiones citoplasmicas
parecen representar reservas de alimento {5},

El trofozoito vive en la pared y en la luz del colon, especialmente el ciego y el recto
sigmoide. Se multiplica por fisién binaria y la division del micleo corresponde a una

mitosis modificada. También puede haber reproduccion por formacién de quiste, la ameba




metaquilstica, la cual at salir del quiste, produce 8 amébulas. El enquistamiento es esencial
para la &ansmisién, pues solo tiene poder infectante el quiste maduro (3).

E. histolvtica se desarrolla mejof en un ambiente anaerébico y con tensién de
oxigeno reducida. Sintetiza compuéstos protoplasmicos para producir sustancias nutritivas
mediante varias enzimas, como la fosfatasa alcalina. Produce glutaminasa que es activada
por ¢l fosfato pero no por el cloruro; en cambio, no produce colagenasa in vitro. -(1) El
parasito puede utilizar la dextrosa extracelular, En los cultivos ha podido demostrarse
cierta actividad amilolitica (3). Los productos de desecho en forma soluble o en granulos
se eliminan por vacuolas excretorias superficiales; las particulas no digeridas se excretan
por protuberancias del ectoplasma (4).

La ameba absorbe sus alimentos de los tejidos disueltos por sus enzimas citoliticas e
ingiere glébulos rojos, hemoglobina, sustancias parcialmente sin;tetizadas por el hospedero
y fragmentos de tejido, todo ell.o por inclusion de un pseudépodo. Puede ingerir bacterias y
fragmentos de materias fecales del intestino. Los adelantos en los métodos de cultivq han
permitido estudiar mejor las caracteristicas biologicas, las necesidades nutritivas,
viabilidad y patogenia del parisito. Como regla, los medios complejos enriquecidos
suministran los mejores cultivos. El desarrollo 6ptimo tiene lugar a 37°C a pH 7, en
condiciones anaerdbicas (1).

C. Ciclo vital
El ciclo vital de £. histolytica es relativamente sencillo. Los quistes infectivos

resistentes que se forman en la luz del intestino gruese son expulsados con las heces y
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despuég de cierto tiempo son ingeridds por un nuevo hospedero. En la disenteria aguda se
expulsan pocos o ningun quiste; pero son muy frecuentes en infecciones cronicas. El
hombre puede ser al mismo tiempo hospedero y fuente de infeccion principal. C;tros
mamiferos rara vez tienen amebas (3),

En ¢l intestino, bajo la influencia &e los jugos digestivos alcalinos o neutros v de la
actividad de lé ameba, se rompen las paredes del quiste, liberando una ameba metaquistica
de cuatro nicleos que finalmente se divide en ocho trofozoitos, ‘Estas pequefias amebas
inmaduras pasan al intestino grueso. La éstasis intestinal permite a veces que las amebas
formen un foce infeccioso en la region del ciego, pueden ser llevadas hasta el recto
sigmoide y aim asi ser expulsadas (5).

D. Epidemiologia, prevencién y control

Los quistes son por lo general ingeridos a través del agua contaminada. En los
tropicos, las verduras y alimentos contaminados constituyen fuentes importantes de quistes,
las moscas han sido incriminadas en zonas de produccion fecal (3). Los portadores
asintomaticos de quistes constituyen la fuente principal de contaminacion v pueden ser
responsables de brotes epidémicos graves donde se filtra el drenaje a los abastos de agua y
ocurre la demolicién de la disciplina sanitaria {como en las instituciones mentales,
gentricas e infantiles} (2).

La dieta rica en carbohidratos, baja en proteinas, favorece la disenteria amebiana en
los animales de experimentacion y en casos humanos conocidos (6). Las medidas de

control consisten en mejorar la salubridad del medio y en el manejo sanitario de los




alimcntos‘. El tratamiento de los portadores es controversial, aunque se sugiere que se les
debe prohibir que manejen los alimentos. No existe todavia medicamento S€guro 'y eficaz
para la quimioprofilaxis y la mezcla de medicamentos requerida para la terapia, confirma
los problemaé del tratamiento de la am_cbiasis (7).

El Instituto de Nutricién de Centroafnérica y Panama (INCAP) realizo algunas
evaluaciones en 1965, donde se reporto que la amebiasis'es endémica en la ciudad capital,
con un indice de prevalencia del 10 por ciento para la capital v del 23 por ciento para el
area rural (8). No Hay datos recientes sobre la endemicidad actual.

El diagnostico de la amcl_)iasis presenta varios _problemas, particularmente en el
hallazgo del microorganismo; tradicionﬁlmchte se identifica en muestras de heces, sin
embargo a menos que s¢ trate de pacientes hospitalizados, es muy dificil obtener una buena
muestra. Todos estos inco‘nvenientes pueden superarse con el uso de las pruebas
serologicas (9).

En Guatemala, como en el resto del mundo el diagnéstico de la amebiasis depende
de la identificacidn microscopica del parasito, técnica que €s muy poco sensible ¥ que no
puede distinguir entre la forma invasiva de E. histolytica y la no invasiva conocida
actualmente como Entamoeba dispar (10). A este hecho es necesario agregar que el
eﬁtrenamiento del_ personal de laboratorio que diagnostica la amebiasis generalmente es
insuficiente, por lo que los errores diagnosticos son frecuentes €n el pais. Anteriormente,
se trato de estandarizar un método inmunoenzimético (ELISA) para la deteccion de

anticuerpos €n suero, sin embargo, €ste no es util en caso de infeccion intestinal, por lo que




ahora se propone un ELISA reverso que distingue entre los zimodemos patogenos y. no
patégehos de E. histolytica (11).
E. Anatomia patolégica

E. histolytica produce lesiones primarias en el intestino y secundarias fuera de €L
La invasion de la mucosa por amebas con ayuda de las enzimas proteoliticas ocuiTte a traves
de las criptas de Lieberkiihn formando tlceras discretas con el centro del tamafio de una
cabeza de alfiler v con bordes levantados por los que pasan moco, células necriticas y
amebas (2). Los cambios patologicos son inducidos siempre por los trofozoitos; los quistes
de E. histolytica no se forman en los tejidos (6). Los trofozoitos amebianos pueden
penetrar la tinica muscular hasta la submucosa y proseguir la rdpida diseminacién lateral
de las amebas en multiplicacion, socavando la mucosa y produciendo la ilcera
caracteristica de la amebiasis primaria en “foma de botella” que es un pequefio punto de
entrada, que conduce por un angosto cuello a través de la mucosa, a un area necrotica
expandida en la submucosa (7). En la pared intestinal puede formarse una masa tumoral
inflamatoria o granulomatosa amebiana conocida como ameboma (6). Los cambios
histologicos incluyen histolisis, trombosis, hemorragias petequiales, infiltracion de células
redondas y necrosis (10).

Las complicaciones de la amebiasis intestinal comprenden apendicitis, perforacion

intestinal, hemonagia, constriccion y formacién de granuloma (5)  La mfeccion
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extrainte'stina] £s metastasica y rara vez OCUITE Por prdpagacién directa desde el intestino.
La forma mas comiin es !a hepatitis amebiana o absceso del higado, la cual parece ser
debida'a microembolias, que incluyen a trofozoitos ilevados a través de la circulacion
porta. Un absceso amebiano verdadero es progresive, no supura {a menos que esté
infecﬁdo secundariamente)} sin formacion de paredes. Los abscesos amebianos pueden
ocurmir infrecuentemente en otros 6rganos, por ejemplo en el pulmdn o el bazo. Cualquier
organo o tejido en contacto con los trofozoitos pueden volverse un sitio de invasi6n y de
absceso (6).

La actividad patégena de £. histolytica depende de:
1. resistencia del hospedero
2. virulencia y poder invasor de la cepa amcbiﬁna
3. condiciones del tubo digestivo (11).
F. Sintomatologia

La respuesta clinica es sumaménte variable segin la localizacion e intensidad de la
infeccién. La disenteria s6lo afecta a un pequefio numero de personas. La invasion
secundaria por bacterias puede explicar muchos sintomas. Estos pueden ser vagos y mal
localizados a pesar de existir lesiones extensas. Las infecciones cronicas subclinicas
pueden durar afios, con o sin exacerbaciones posibles, a veces dejan como secuela un colon
irritable o una colitis posdisentérica (12).

Las infecciones asintoméaticas son las mas frecucn_tes, especialmente en las zonas

templadas. Estos portadores sanos. pueden expulsar millones de quistes al dia,
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probéblémente por multiplicacion de los trofozoitos en la luz del intestino. Las molestias
abdominales vagas, la debilidad y la neurastemia que aquejan algunos enfermos puedeh
tener relacion con la infeccion. La fase siguiente se caracteriza por un sindrome poco
irregular de tipo célico, con hipersensibilidad local o sin ella, indica invasion de la mucosa
por el parasito. Pueden alternar estrefiimiento v diarreas leves {10),

La amebiasis intestinal aguda tiene un periodo de incubacion que va de una a
catorce semanas. Hay disenteria intensa con evacuaciones pequefias y numerosas en las
cuales se encuentra sangre, mocé, filamentos de mucosa necrosada y trofozoitos de F.
histolytica. Se observa dolor abdominal, hipersensibilidad yrﬁebre de 37.5 a 39°C. Se |

puede encontrar deshidratacion, toxemia y postracion intensas. No es rara una leucocitosis

" hasta 20,000/mm’, que puede deberse a infeccion bacteriana sobreagregada (3).

G; Diagndstico

Este generalmente depende de la identificacion del parasito en heces o tejidos. El
diagndstico clinico de la amebiasié intestinal debe diferenciar este proceso de otras
disenterias y enfermedades intestinales. En ei absceso hepatico debe realizarse el
diagnéstico diferencial con quiste hidatidico, infeccidn de la vesicula, enfermedad maligna
y enfermedad pulmonar {13).

El diagnéé;tico clinit.:o se basa en la historia de residencia en una zona endémica,
signos y sintomas gastrointestinales y generales tipicos, exploracion fisica, sigmoidoscopia

y radiografias. Con el sigmoidoscopio es posible reconocer las cldsicas lesiones granulares
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y petec';ujales, auﬁque la imagcn no siempre es patognomoénica. El diagndstico
sigmoidoscopico debe ser completadb con el estudio microscopico (14).
1. Diagnostico directo

Este puede realizarse por la identificacion del parasito en las heces mediante el uso
de la microscopia, la cual depende de una buena correlacion del matenial y del examen
inmediato en frotes o biopsias cuidadosamente preparadas (14). No siempre es facil el
diagnostico, ya que requiere de examenes repetidos, especialmente en los casos crénicos
(15).

En la amebiasis intestinal el aspecto de las heces es a veces 1til, particularmente
para el diagnostico diferencial con la disenteria bacilar. La evacuacion amebiana tipica es
inalnliente, acida, con gran cantidad de matena fccal,_p-oco exudado celular y sangre en
cantidades variables. Los eritrocitos degenerados forman a veces masas grandes; se
encuentran pocos neutréfilos polimorfonucleares y pocés células epiteliales, pero en
cambro hay muchos restos picnéticos, cristales de Charcot-Leyden y algu_nas- bacterias, es
alcalina y poco abundante; el exudado celular es notable; con cantidades variables de
sangre con eritrocitos no alterados, células epiteliales y abundantes polimorfonucleares
pero raro en Iresiduos picnoticos y cristales de Charcot-Leyden; hay muchas bacterias y no
hay amebas (3).

Es posible encontrar trofozoitos en las heces liquidas de la disenteria aguda; se
deben buscar quistes en las heces formadas de enfermos cronicos y portadores (16). El

parasito E. histofytica debe ser diferenciado de las amebas de vida libre que contaminan las
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heces y cie E. coli asi como de otros artefactos de las heces (17). En las heces recientes, los
trofozoitos se reconocen por sus movimientos rapidos en una sola direccion, E;l ectoplasma
bien reconocible, psetidépodos hialinos en forma de hoja, nicleo poco definido y globulos
rojos ingeridos en desintegracion parcial (3}. Los quistes se reconocen por la presencia de
1 a 4 nicleos, una masa difusa de glicogeno y grandes cuerpos cromatoides. El mimero de
quistes puede variar dia a dia, desde O hasta 6 mil por gramo de heces. En algunos
enfermos que expulsan menos de mil quistes por dia, s posible que los resultados positivos
solo se tengan después de 4 exdmenes 0 mas. Las posibilidac{es de encontrar quistes
mediante el fiote directo de heces formadas es de aproximadamente 20 por ciento en cada
examen y 50 por ciento en 3 examenes (18).

Combinando estos pasos con los métodos de concentracién, las posibilidades
aumentan del 30 al 50 por ciento para un analisis tnico (19). |

La deteccion citologica de los trofozoitos de £. histolytica y su diferenciacion de
otras células presentes en heces de pacientes con amebiasis ciinica, resulta tediosa por lo
que para una mejor observacién de los mismos, se recomienda el use de la tincién
permanente de Wrigth. Todos los trofozoitos de E. histolytica tefildos con Wrigth
presentan un uniforme color parpura con vacuolas citoplasmaticas mas evidentes y
diferenciacion completa de los leucocitos presentes en el frote (17, 18).
2. Cultivo

En ausencia de visualizacion del parasito en muestras de heces u otros materiales

clinicos, el cultivo del especimen puede servir como diagnéstico (20). El cultivo provee un
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medio pﬁra la multiplicacion de trofozoitos para su posterior observacton microscopica
(20).

Los cultivos in vifro de £. histolytica aumentan afiadiendo penicilina y
estreptomicina para limitar €l crecimiento bacteriano, empleando muestras recientes v
buscando quistes por métodos de concentracion (21).

Inicialmente, la microbiota intestinal original y varias de las bacterias o especies de
protozoos que la conforman fueron utilizadas para el cultivo, constituyendo los cultivos

_polixénices ¥ monoxénicos, posteriormente, fueron sustituidos por el medio axénico (22-
.24). El cultivo axénico, o crecimiento de uno o mas individuos de una especie particular,
en un ambiente libre de cualquier otra célula metabolizadora permite cultivar el
‘microorganismos en un medio semidefinido para el estudio de los mecanismos metabolicos
y bioquimicos, comprobar ¢l efecto de los medicamentos y producir antigenos para pruebas
inmunologicas y diagnosticas (23).

Los medios polixénicos, monoxénico y axénico pueden realizarse por los
procedimientos descritos por Diamond (1).

Estudios realizados por Benham y Havens demostraron la posibilidad de cultivar £.
histolytica en ausencia de otros organismos vivos, en cultivos continuos, lo que permite la
preparacion de antigenos necesarios para investigaciones seroiogicas (26).

Se ha encontrado una relacion directa entre el numero de quistes de E. histolytica

presente en las muestras de heces y la incidencia de cultivos de trofozoitos positivos;




15

demostralndo que el méximo nimero de trofozoitoé encontrados es entre el primero y el
segundo dia de incubacion (27).
a. Cultivo polixénico

En este medio se permite el crecimiento de uno o mas individuos de varias especies
que tengan los mismos requerimientos fisiologicos nutricionales {27). Se han utilizado los
medios LES (hue;vo entero con solucién de Locke y suero) y LEA (albimina de huevo y
soluciéon de Locke), ambos desarrollados por Boeck y Drbohlav (27, 28). Las muchas
modificaciones que han sido desarrolladas especificamente paré E. histolytica han
involucrado sustituciones con varias suspensiones y bases en un intento de mej:orar el
aislamiento y mantenimiento de este parasito. Probablemente el medio mas adecuado para
propositos de rutina es la modiﬁcacic’un de Boeck y Ddrbohlav al que se le agrega
antibiéticos y almidon de arroz (2-8).‘ Segin Diamond, el cultive debe contener tripticasa,
extracto de levadura, mucina gastrica y suero (4).
b. Cultivo axénico

Es el cultivo de £, Aistolytica libre de bacterias y especies de parasitos, Di#mund
reporta desde 1961 un medio difasico para el cultivo axénico de £. hr‘sto!yr_icca, constituido
de un agar nutritivo enriquecido con suero cubierto con extracto de embriones de pollo
(CEE) y vitaminas; este medio es el denominadb TPS-1 (n*iptiogsa—Pamnede-suero de
higado digerido) (23). Los cultivos axénicos son iniciados con trofozoitos provenientes de
cultivos polixénicos y monoxénicos {29). El agregado de antibiéticos como estreptomicina

y penicilina suprime el crecimiento bacteriano (28).

-
A 7>
I
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3 ﬁiagnésﬁco serolagico

En la amebiasis extraintestinal, la aplicacion de técnicas serologicas puede ayudar
al diagnostico (30, 31). La amebiasis invasiva provoca respuesia humoral cuyos
anticuerpos pueden ser detectados serologicamente (32-34).

La prueba de precipitina tiene valor confirmatorio en la amebiasis hepatica (35). La
prueba de hemaglutinacion indirecta es positiva en el 96 por ciento de los pacienies con
absceso hepatico y suele serlo también en los que tienen infecciones intestinales
¢clinicamente recopocidas permaneciendo asi durante unos meses después del tratamiento
eficaz. Las infecciones asintomaticas muchas veces dan resultados negativos (26).

Las fracciones antigénicas de £. histolytica pueden extraerse y aislarse por métodos
inmunoelectroforéticos, de inmunodifusion, hemaglutinacion indirecta, fijacion del
complemento y estimacion de proteina (36).

En estudios recientes se ha demostrado que la inmunofluorescencia indirecta es il
para la deteccion de trofozoitos de méten'al aspirado {29).

La mayoria Ide téenicas serologicas disponibles desde los afios 60 que han sido
aplicadas para la deteccion de anticuerpos contra E. histolytica incluyen: fijacion del
complemento, inmunoelectrofofesis, contrainmunoelectroforesis, hemagluﬁnaciéﬁ
indirecta (IHA), aglutinacion en latex, difusién en gel, inmunofluorescencia indirecta ¢
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) (28, 37, 38). Las investigaciones recientes
se han concentrado en el uso de ELISA come un posible método en la deteccion del

antigeno de E. histolytica en material fecal (37).




17

L; serologia ha probado ser muy il en el diagnéstico clinico. Se sabe que en el
95% dé los pacientes con absceso hepatico amebiano, ocurre una produccion de
anticuerpos especificos anti-ameba, los cuales pueden ser identificados enfrentandolos al
antigeno  amebiano (proteina. amebiana), por diferentes  técnicas  como
inmunoelectroforesis, centrifugacion diferencial, y mas recientemente por ensayo
inmonosorbente ligado a enzima ¢ inmunobloting. También es de algun valor en casos
sospechosos de amebiasis intestinal cuando los examenes de rutina fallan en la
demostracion de la presencia de este microorganismo (29).

El diagnéstico serelogico es muy util, sobre todo en la amebiasis invasiva, existen
pruebas con inmunohemaglutinacion, aglutinacion con particulas de latex, difusién en gel,
ELISA y muchas otras mas. Estas pruebas detectan anticuerpos IgG, sin embargo, con
pruebas mas especiales como la inmunoflorescencia ya han detectado anticuerpos IgM, IgE
e [gA (34).

4. Otros ensayos

Las dos especies de E. histolytica patogénica y no patogénica pueden diferenciarse
por medio de aglutinacién con concanavalina lecitina, electroforesis de las enzimas
hexoquinasa y fosfoglucomutasa y por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Ademas se ha demostrado que la cepa no patogénica no crece axénicamente,

_micamente en cultivo monoxenico con la bacteria Fusobacterium simbiosum (39-40).

Existen otros analisis més avanzados sobre la especie patogénica (£. histolytica),

entre ellos estan 1a deteccién de zimodemos, los cuales han sido estudiados por Varios
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investigadores (41). Sanchez-Guillén y col. (42) evaluaron lé amebiasis en humanos,
encontrando que es una infeccion parasitaria cuyo aspecto clinico involuc.ra €asos
-asintométicos y siﬁtométicos intestinales v extraintestinales en individuos infectados por E.
_ histolytica. Sugirieron la participacion de varios factores para explicar la variabilidad de
las manifestaciones de la enfermedad. Las técricas hemaglutinacion indirecta ¢
inmunotransferencia han sido utilizadas iaara evaluar las diferencias de virulencia de las
cepa§ de E. histolytica (41).

Asi también el estudio coproparasitologico por medio de la técnica de Faust y
Ferreira, permite distinguir los zimodemos patogenos de los no patogenos de E. Aistolytica
o mezcla de los mismos {(42).

El desarrollo comercial de kits de deteccion de éntigenos y las pruebas de ADN
pueden proveer procédimientos diagndsticos rapidos, precisos y menos costosos en el
futuro (29).

H. Tratamiento de la amebiasis

La finalidad es la desaparicion de los sintomas clinicos y la destruccion de la £.
histolytica en su estado de trofozoito y quiste por medio de las sustancias denominadas
amebicidas o antiamebianas que se utilizan por via oral, intramuscular y endqvenosa. Para
garantizar la curacién debe demostrarse la ausencia de la E. histolytica por io menos en 4
examenes. coproparasitoscopicos seriados en los 7 dias consecutivos al tratamiento y

repetirse los estudios al mes, en presencia del estado clinico asintomatico (43-46).
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En la actualidad, se encuentran disponibles una serie de medicamentos derivados

del Nitroimidazol® que combinados con cirugia son capaces de producir curacion en fa

mayoria de las formas de amebiasis, es decir: proctocolitits amebiana, ameboma y absceso
hepatico (46).

Los casos de portadores asintbméticos y sintomaticos son de gran importancia
epidemiologica; ya que son los responsables de la diseminacion de la amebiasis. Se ha
utilizado con éxite la Quinfamida® y Secnidazol® con tratamientc de un solo dia,
reportando indices de curacion del 86 al 95 por ciento y se considéra'quc los casos de
ineficiencia al tratamiento se deben a error diagnéstico o mal empleo de los amebi_cidas
{47-50).

La idea moderna del tratamientc médico de la amebiasis tie_ne un caracter
eminentemente profilactico: mejorar las condiciones de higiene de la poblacion, v en
particular de los manejadores de alimentos, potabilizar el agua, desaparecer el fecalismo al

aire libre, el empleo de tratamiento de un solo dia en los portadores asintomaticos para

romper el ciclo de la amebiasis, y una vez diagnosticado el cuadro de amebiasis intestinal o

extraintestinal, emplear tratamientos cortos con medicamentos de mayor accién amebicida
que reporten altos indices de curacion, mas del 90 por ciento acompafiados de minimos

efectos colaterales y toxicos (47,48).
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1. Clasiﬁcacién de los amebicidas

Por el siho de accion de los medicamentos gobre E. histolyvtica se consideran 3
clases de amebicidas: de accion intestinal o luminal, de accién intestinal vy sistémiéa o
tisular, y de accion sistémica o tisular,
a Amebicidas de accion intestinal o luminal

Estos amebicidas corresponden a los que actian unicamente en el colon, en la luz
intestinal.  Estan indicados en portadores asintomdticos y proctocolitis leve y son

hidrexiquinoleinas halogenadas, dicloroacetamidas y quinfamidas.

b Amebicidas de accion intestinal y sistémica o tisular

Estos amebicidas son mas modernos y eficaces, y actian sobre E. histohtica
localizada en la pared de la mucosa intestinal y extraintestinal. Indicados en proctocolitis

moderada y severa, ameboma, absceso hepitico, colon toxico combinado con cirugia.

_Entre ellos: Metronidazol®, Ornidazol®, Tinidazol®, Senidazol® y Hemezol®.

<. Amebicidas de accion sistémica o tisular
Integrado por los amebicidas mas antiguos que tienen la capacidad de destruir la £.
histolytica de localizacion extraintestinal, pero que se acompaifia de efectos colaterales y

toxicos sobre el corazon, el misculo esquelético y ¢l tracto gastrointestinal. Comprenden a

_ la Emetina®, précticameﬁte fuera del mercado, Dehidroemetina® y Cloroquina®, ésta

iitima utilizada en el tratamiento del paludismo. La indicacion de Dehidroemetina® y
Cloroquina® es para la amebiasis localizada en el absceso hepatico, ameboma vy

proctocolitis severa (43, 44).
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L Productos naturales para el tratamiento de 1a amebiasis

" El tratamiento de desordenes gastrointestinales es de gran importancia para muchas
poblaciones que presentan serios problemas de disenteria.  Frecuentemente estas
enfermedades estan asociadas con infecciones por E. histolytica y por varias bacterias. Por
ello varios investigadores han desarroilado ensayos que ponen de manifiesto la posibilidad
del uso de productos naturales con compuestos amebicidas. .

Keene v colaboradores realizaron ensayos in vitro utilizando E. histolytica para
describir la evaluacion de extractos crudos de la planta Cephaelis ipecacuanha, 1a cual dio
origen a la Emetina® (51, 52).

Leeuwenberg reporta que hay especies de mas de 139 géneros de plantas
distribuidas en todo el mundo para el tratamiento de la amebiasis, entre otras se encuentran
Acacia nilotica, Alstonia scholaris, Borreria verticiflata, Caricia papaya, Holarrhena
floribunda, etc. (53).

Wright y otros realizaron enséyos in vitro para probar la actividad antiamebiana de
Brucea javanica y simarouba amara utilizando la té_cﬁica de microdilucion en plabas de 96
pozos (54-56).

Ahmad realizé un tamizaje de 4 plantas para evaluar la accion antiamebiana de las
plantas:  Balsamodendron mukul, Caesalpina bonducella, Curcuma zedoavia y Melia
azedarach;, para ello utilizé un cultivo de £, histolytica cepa NTH:200 en medio monofasico

TPS-1 empleando el método de Neal (57).
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Kaneda y otros realizaron ensayos in vitro para demostrar efectos del sulfato de
Berberina en el crecimiento v estructura de £. histolytica, Giardia lamblia y Trichomonas
vaginalis (58, 59).

También se han hecho ensayos in vive para analizaf el efecto de diversas plantas
contra amebas, tal es el caso de Sohni y col. quienes investigaron la medicina tradicional de
la India (60). Ghostal analizé la actividad antiamebiana de Piper langum (61).

Se han realizado varios estudios sobre la botanica de usc medicinal en el
tratamiento de infecciones parasitarias. Las revisiones se concentran en informes de
encuestas etnobotanicas nacionales que incluyen la identidad botanica de las plantas.

A partir de una base de datos obtenida de la revision etnobotanica nacional para el
establecimiento de élantas de uso medicinal en el tratamicﬁto de afecciones parasitarias
realizada por CEMAT y el Laboratorio y Drogueria de Productos Fitofarmacéuticos
Farmaya, se hi_zo una seleccion en base a la mayor frecuencia de uso en enfermedades
atribuibles a protozoarios y de éstas s¢ escogicron las plantas de mayor uso.

En el proyecto CYTED-JICA se hizo una investigacion titulada “Preliminary
studies on the effects of plant-origin drugs against parasites, especially Trgoanom cruzi
in Guatemala™ y de este se extrajo una lista de las plantas popularmente usadas en el

tratamiento de la amebiasis que s¢ muestran en la tabla No. 1



TABLA No.l
Plantas utilizadas en el
tratamiento de amebiasis

Universo: Plantas utilizadas para el tratamiento de infecciones parasitarias = 246
Poblacion: Plantas utilizadas para el tratamiento de amebtasis = 114
Muestra: Seleccion en base a la mayor frecuencia de uso =29

Nombre cientifico Nombre popular Partes usadas
Annona reticulata anona h,s
Acasia farnesiana subin T
Bixa oreflana achiote h,s
Byrsonima crassifolia nance ch
Bursera simaruba palo jiote c.f
Caesallpinia coriaria cascalote ¢,hs
Cissampelos pareira alcotin r
Chamaesyce hirta golondrina j,h
Chrysophyllum cainito caimito ¢,h
Diphysa robinioides guachipilin c,h
Gliricidia sepium madre cacao ¢.,fh
Guazuma uimifolia caulote fr
Heliotropium angiospermum alacran h
Heliotropium indicum alacran h
Jacaranda mimosifolia jacaranda hf
Manitkara achras chicozapote c,ir,s
Neurolaena lobata tres puntas h
Petiveria alliacea apacin h,r
Psidium guajaba guayaba c,fr,hr
Rauvolfia tetraphylla chalchupa hr
Rhizophora mangle mangle C
Simarouba glauca jocote de mico ¢,h
Smilax regelii palo de la vida r
Solanum americanum quilete h
Solanum nigrescens quilete h
Spondias mombin jobo c
Tecoma stans timboco c,h
Tridax procumbens hierba del toro h
Wigandia caracasana chocon fhr

partes usadas: c=corteza, f=flor, fr=fruto, j=jugo, h=hoja, r=raiz, s=semilla

Departamento de Citohistelogia, USAC, Proyecto CYTED-JICA

(1993-95)
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1. | Pﬁdium guajaﬁa L. (guayaba)
a Descripcion botanica

Arbol de 10 m de alto, tronco 20-25 cm de didmetro, corteza suave, pubescente,
delgada, rojo-café, produce escamas que caen. Hojas verdes, opuestas, peciolo corto,
elipticas u oblongas, 5-15 cm de largo, redondas en el dpice y en la base, multiples venas
horizontales conspicuas, provistas de glandulas. ‘Flores axilares, solitarias, blancas, 3-4 cm
de ancho, penacho de 275 estambres. Frutos aromaticos, ovales o piriformes, 2-10 cm de
largo, cascara amarilla, carnaza rosada o ama:illa,- por fuera granular y firme, al centro
suave, lleno de pulpa jugosa con muchas semillas color café clare, 3-5 mm de largo,
redondas y duras (62). |
b. Habitat

Nativo de América tropical, se encuentra en bosques humedos y secos, pastos y
bosquecillos puros del &rbol; sembrado comercialmente en zonas calidas de Africa v Asia
hasta 1800 msnm. En Guatemala, se. ha descrito en todo el pais, particularmente en: Baja
Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Jutiapa, Santa Rosa y Suchitepéquez (62).
c. Agricultura

Se adapta a una gran variedad de climas, desde tropical himedo hasta mediterraneo,
necesita 1000-45(}0 mm-afio de lluvia, aunqﬁe resiste hasta 6 meses de sequia; se adapta
desde suelo arcilloso y compacto hasta arenoso, ligeramente acido. La propagacién puede
hacerse por semillas, acedos, injerto, estacas € hijuelos. En la descendencia se observa

mucha variacion, lo que sugiere hibridacion fuerte. Las semilas conservan su poder
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genninaﬁvo hasta un afio, después de remojo se siembran en semilleros de arena .
desinfectados, se repican a bolsa al tener 4 ¢cm y se transplantan al campo al tenér 30 cm.
La propagacitn por acodos ¥ estacas verdes se hace por medios convencionales. Se plantan
a distancias de 5x5 m en hoyos de 50 cm_‘de profundidad, deben mantenerse libres de
hierbas; cada dos afios se desmocha el arbol a 4-5 de su altura. La produccion empieza a
los 2 6 3 afios, que pueden ser de 20-60 kg/arbol.

Entre los insectos que Jo atacan estin la mosca blanca, cochinillas y hormjgas; que
favorecen el aparecimie;:no de 'ﬁimggina Las enfermedades mds comunes son
momificacioén det fruto, daqlinacién, roya amarilia, chancro del tallo y algas de las hojas.
Las hojas se colectan al final de la época lluviosa y se secan a la sombra; los frutos se '
colectan al estar maduros pero no blandos.

d. Usos medicinales atribuidos |

La decoccion de hojas y corteza se usa por via oral para tratar afecciones digestivas
(amebiasis, diarrea, disenteria, c()licol, dolor de estomago, parasitismo intestinal, vomito), |
anemia, artritis, diabetes', hemorragias, hiﬁchazén, uretritis, asma y resfrio. La decoccion
de raiz se usa para tratar hidropesia (63).

La decocciébn por via topica se recomienda én bafios y [avados para tratar
enfenned.;des de@atomupom (fistulas, leucorrea, piodermia, raspones, tinea, ulcera) y
enjuagues para lengua inflamada. Las hojas- y corteza contienen una resina ilamada

“guafin” que tienen accién marcada contra las fiebres palidicas (63).
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A; las hojas y corteza se les atribuve propiedades antibacteriana, antiemética,
antiinflamatoria. antihelminﬁca, litica y tonica. E! fruto se usa para aliviar la congestion
respiratoria, se le atribuye propiedades astringente, febrifuga y desinflamante.

e. Otros usos populares

La fruta madura se come fresca, cocida y en jalea. La corteza es amarilla y se
utiliza para curtir pieles y tefiir seda y algodon. El arbol se siembra como sombra del café,
cerco vivo y ornamento. La madera es amarila-rojiza, fibra fina, compacta, pesada, fuerte y
durable. La madera se usa para lefia y para hacer mangos de herramientas. Con las frutas y
_hojas se prepara wna bebida astringente conocida como guarapo (63).

f Farmacologia

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas es activa contra £. coli,
S dysenteriae, S. typhi, S. aureus, S. preumoniae, S. flexneri y P. geruginosa; es inactiva
contra V. cholerae y N. gonorrhoeae (63).

Estudios antifiingicos demueétran que la tintura de hojas es activa contra C.
albicans, C. krusei, C. parapsilosis y C. stellatoidea {(63).

g Clinica

Estudios destinados a comparar la actividad antidiarréica de una preparacion oral de
hojas con suspension de cs;olin y pectina en un grupo de pacientes menores de 5 aftos y
entre 20 y 40 afios con diagnéstico de diarrea aguda, presentaron resuitados positivos, el
nimero de casos mejorados o curados fue siempre mayor al 70 por ciento,

| independientemente de Ja terapia empleada (63).
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ﬁn un grupo de i)acjcntcs con tn'cﬁmoniasis vaginal se demostro que un supositorio
conteniendo el extracto alcohélico de hojas aplicado dﬁrante quince dias t:ieﬁe efecto
beneficioso similar al del farmaco de referencia (Metronidazol®} (63},
h. Composicion quimica

La planta es rica en tanino. Las hojaé contienen grasa, acido maslinico y el gico,
aceite esencial, m'ierpenoides, acidos organicos, flavonoides derivados de quercetina como
guayaverina y avicularina. |

El tamizaje fitoquimico del fruto indica la presencia de poﬁfendlés, taninos,
terpenos, glicosidos esteroidales, antraquinonas; la raiz contiene - leucoantocianinas,
esteroles y acido galico. La corteza contiene elagitaninos. El andlisis proximal de 100 g de
hoja revela gue contiene ijroteina tl 1.7 g), grasa (8.7 g), carbohidratos {71.9 g), fibra {16.1
g), ceniza (7.7 g), calcio (1340 mg) y ﬁ;’nsforo, vitamina A y 4cido ascorbico (300-486 mg).

100 g del fruto contiene: calorias (36-50), fibra (2.8-5.5 g), proteina {0.9-1.0 g), grasa (0.1-

0.5 g), ceniza (0.43-0.7 g), carbohidratos totales (9.5-10 g), calcio (9-17 mg), fosforo (17-

30 mg), hierro (0.3-0.7 mg), caroteno {200-400 U}, tiamina (0.46 mg), rivoflavina (0.3-0.4

- mg), niacina (0.6-1.1 mg), gluedsidos totales (17 g), celulosa (4.1 g) (63).

I Farmacognosia
Las hojas y la corteza son la materia médica. Las caracteristicas macroscipicas y
microscopicas indican que la corteza es no fibrosa, contiene una variedad de oxalatos de

calcio, taninos y almidones; los lenticelos son pequefios y pronunciados en la superficie; las
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' tricomas de Ia epidermis de la piel son unicelulares y vermiformes, se presentan avidades
mucilaginosas (62).

Microscopicamente las hojas presentan un cuticula delgada, epidermisi
umiestratificada con células de paredes delgadas, apéndices en forma de tricomas no
glandulares, hipodermis formada por 3-4 capas de células alargadas; venacion reticulada; la
vena central y las secundarias con un haz vascular bicolateral en forma de media hma;
lamina de la hoja con glandulas y drusas (63).

Por su contenido en faninos y su actividad astringente es efectiva en el tratamiento
de diarrea, indigestién y espasmo abdominal. La actividad antidiarréica se atribuye a las
quecetinas presentes en las hojas y corteza, que tienen una definitiva accién antisecretoria
en la liberacion de acetilcolina e inhibidora del penstaltismo intestinal, que no es reversible
por naxalone; este efecto se debe al bloqueo de los canales de calcio o a la inhibicion del
sistema enzimatico responsable de la sintesis de prostranglandinas, que se relacionan con la
liberaciéon de acetilcolina; el extraéfq alcoholico muestra una actividad similar a la
producida por morfina {63).

La actividad antibacteriana se atribuye a los flavonoides (avicularina, guayaverina y
quercetina). La actividad antiprotozodrica se atribuye al ﬁcido psididlico que ademas tiene
actividad contra Wcébacteﬁum phiei, es yn triterpeno acidico, peso molecular 455,
soluble en metanol, etanol y piridina, insoluble en hexano (63).

2. Solanum americanum Mill. (quilete)

a Descripcion botanica
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S‘. americanum, hierba de 1 m de alto, talo pubescente. Hojas en pares ﬁ solitarias,
3-14 cm de largo, tanceoladas, épit;?e agudo. Inflorescencia intermodal, racemiforme,
'pedunculada, pocas rﬂores. Flores en calices de 1-2 mm, lobulos ovalados,-agudos; oérola
blanca, limbo partido, 5-8 mm de ancho, estilo 2.5-3.5 ¢m lde la:rgu, mas largo que los
estambres, ovario globoso. Frutos globosos, negros al madurar, 4-8 mm de diametro;
semillas pequefias (63).
b. Habitat
Es nativa de América, crece en matorrales y sembradios de 350-1500 msnm. En
Guatcmé]a, se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chjmalténango, Chiquimula,
Escﬁnﬂm Guatemala, Huchuetenango, Jutiapa, Petén, Retalhulen, Sacatepéquez, San
Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez v Zacapa (63).
C. Agricultura
Se obtiene por recoleccién en lugares de crecimiénto silvestre, recientemente se ha
visto en el mercado local follaje culﬁvado. | Su propagacion se hace principalmente por
semilla, que germina entre 15 y 20 dias, se transplanta a los 2 ¢ 3 meses a una distancia de
30-40 cm a la sombra o media sombra; florece entre 5 ¢ 6 meses y fructifica entre los 6y 9
meses. Pﬁra consumo como alimento se colecta el follaje al inicio de la floracion; para
medicamento se colecta toda la planta al final de la fructificacién, se separan las hojas y
frutos y se dejan secar a la sombra separadamente;. Ia relacion fresco:seco es baja.

d Usos medicinales atribuidos
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El cocimiento de hojas v semillas tiene amplio uso medicinal por via oral se
administra en el tratamiento de afecciones gastrointestinales {colico, dJarrea, estremmwnto
gastritis, Glcera gastrica) y respiratorias (asma, amigdalitis, tos ferina), anemia, CIrrosis,
dolor de muelas, escorbuto, hinchazén, meringitis, nerviosismo, paludismo, presién aita,
retencion urinaria, reumatismo {63).

La decoccion de hojas se usa por via topica para el tratamiento de afecciones
dematomucosas (acné, abscesos, dermatitis, eczema, erisipela, exantema, heridas,
leucorrea, 1lagas, mezquinos, pustulas, tifia, glceras Y vaginitis}), el cataplasma de hojas
. frescas se usa para tratar eﬁsipeia. Los frutos se usan para tratar verrugas y madurar
abscesos (63).

Se le atribuye propiedades aperitiva, calmante, depurativa, diurética, desinflamante,
emoliente, mineralizante, reconstituyente, sedante y vulneraria.

e. Otros usos populares

Las hojas se comen en caldo o fritas con huevos; es una hierba que se consume en
grandes cantidades en el pais y es frecuente encontrarla en mercados ¥ supermercados, se
acostumbrar comerla en la convalescencia ¥ recuperacién de diversas enfermedades.

f Composicion quimica

Es de composicién compicja, aunque poco estudiada; S, americanum contienen

alcaloides (solasodina, solasonina, glucoalcaloides y alcaminas) (63).

g Farmacologia



31

Estudios antibacterianos demuesiran que la decoccion de las hojas tiene actividad
antibiotica; la decoccidn de S. americanum contra 5. aureus. El mejor disolvente para la
extraccién antibidtica es el etanol (63). '

Estudios antimicéticos demuestran que la decoccion y tintura de hojas son activas
7 contra C. afbicans y (. néﬂfonnans (63).

h Farmacognosia

Las hojas sazonas .y secas y frutos secos son la materia vegetal usada como
medicina, que deben reunir las mismas caracteristicas Vﬁsicoquﬁnicas y sanitarias de la
materia prima usada para la elaboracién de productos fitofarmacéuticos. N§ se tienen
datos s-obrc la relacién entre la actividad farmacolégica atribuida y la composicion
quimica, ni dé estudios tendientes a la formulacion de productos fitefarmacéuticos.

La acﬁvida& antibi6tica del género Solanum se atribuye a alfa-solanina, un alcaloide
esteroidal bdsico, peso molecular 559, soluble en alcali, insoluble en agua, éter y
cloroformo, presenta' actividad fungici'da, insecticida y mﬁinﬂmnatoﬁ& La solasodina y
solasonina son solubles en alcohel, sirven de materia inicial para esteroides (63).

3. Tridax procumbens L. (hierba del toro)
a Descripcién botanica

| Planta perenne, base lgﬁoéa, talios | ramificados, 15-50 cm de largo, a veces
enraizado en los. nédulos, densamente hirsuta.  Hojas cortas pecioladas, limbo
rémbicoovalado o lﬁnceolado, 2-7 cm de largo, ﬁgudo 0 acuminado, cuncalo en la base,

verde oscura, margenes fuertemente dentadas, hirsuto en el envez, escabroso en el haz.

-_— - n————— - -
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Fiorcs en éabezueias radiadas, solitarias, pediinculos desnudos, 10-20 cm de largo, hirsutos;
involucros ampliamente campanulados, 5-8 mm de largo; filarios biseriados. Flores del
disco amarillas, 5-7 mm de largo; aquenios negros, 2.5 mm de largo, pilosos, pappus en
corona con 20 cerdas plumosas, rayos reducidos, 2-3 mm de largo (63).
b. Habitat

Nativa de Mexico ¥ Ct_antro Ameérica, se encuentra en lugares hiimedos o secos, en

campos de maleza y praderas, en suelo cubierto de arena a las orillas de arroyes o caminos,

a menudo en terrenos baldios o suelos cultivados hasta 2300msnm; introducida en Sur

Ameérica, Caﬁbe, Africa y Asia. En Guatemala, se ha descrito en Alta Verapaz,
Chimaitenango, El Quiché, Escuintla, Guatemala, Izabal, Jutiapa, Petén, Retalhuleu,
Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Suchitepcquez y Zacapa (63).
C. Agricultura |

La planta se obtiene exclusivamente' por recoleccion en los campos de crecimiento
silvestre en las regiones calidas y sﬁbtempladas del pais. Se recomienda su manejo ¢
c‘ultivo para garantizar su aprovisionamiento sostenido. Su propagacion se hace por
semillas o divisiones del tallo o raices y se siembra en lugares de media sombra. Se
colectan las hojas y flores durante la ﬁ“uctiﬁcaciéng,; se secan ra',pidameﬁte a la sombra.
d. Usos medicinales atribuidos

La planta ﬁ'ﬁéca o seca, en infusion o decoccién es usada por via oral para tratar
alergia, anemia, afecciones gastrointestinales {diarrea,. disenteria, dolor de estomago,

flatulencia, parasitos intestinales) y respiratorias {bronquitis, catarros, fiebre), dolor de
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cabeza,- djabetes, enfermedades hépéticés, inflamaciones, hipertension y trastornos
menstruales (63).

El emplasto de las hojas se aplica téﬁicamente para aliviar inflamaciones; el jugo de
hojas frescas se usa para detener hemorragias y -lavar cortadas, raspones y hcﬁdas; la
decoccion se usa en lavados para tratar casos de vaginitis (63).

Se le atribuye propiedad antiséptica cicatrizal, purgativa, depurativa, desinflamante,
* émenagoga, febrifuga, hepatoprotectora, hipoglicémica, insecticida, vennicidﬁ y
refrescante (63).
€. Farmacologia

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas es inactiva contra
enterobacterias y bacilos Gram positivo (63},

Fl aceite esencial (3 por ciento) tiene actividad insecticida contra la mosca
doméstica, larvas de mosquito y cucarachas, asi como presenta actividad repelente contra 3
variedades de hormigas.

La infusién de las hojas en dosis de 750 y 1000 mg/kg de peso posee actividad
antiinflamatoria (63).

f Composicidn quimica

El tamizaje fitoquimico de toda la planta presenta esteroides/terpenoides,
flavononas, taninos, saponinas, aziicares y beta-sitosterol. Las hojas y semillas contiené:n
un alcaloide, 4cido fumarico, beta-sitosterol y taninos. Las flores frescas contienen

luteolina, glucoteolina, quercetina e isoquercetina.
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g Férmacognosiﬁ

E! material de la planta a utilizar como matena _médica debe reunir las niismas
caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias que la materia prima utilizada en la elaboracién
de productos fitofarmacéuticos.

Los principios responsables de la actividad cicatrizante no han sido perfectamente
definidos. Uno de los posibles responsables de esta actividad es el &cido fumarico, tiene
peso molecular 116, es una molécula esencial para la respiracion tisular, tiene potente
actividad antioxidante y se usé como mordiente en varios colorantes (63).

4. Annona reticulata L. (anona)
a. Descripcion botanica

Arbol de 8-12 m, hojas oblnngo-lanceoiadas, de 8-20 cm, agudas a acuminadas;
sépalos redondeados-triangulares, de 1.5-2.5 ¢m, fruto subgloboso, de 8-12 cm, ca-si liso,
algo areolado; la pulpa amarillenta, dulce (63).

b. Habitat |

La planta se encuentra en regiones tfopicales {cultivada), originaria de América
tropical.

c. Usos medicinales atribuidos

Para ei dolor abdominal, se utiliza la deéoccién en sal de la hoja y la corteza por via
oral. Para flatulencias, se utiliza la decoccion con sal de la hoja por via oral. Para choque

emocional, se utiliza Ia decoccidn con sal de la hoja y la corteza por via oral y la aplicacion
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de la hoja sobre la cabeza. Para vomitos, se utiliza la decoccion de la hoja por via oral.
Parala lla_ga y kenida, el fruto machacado se aplica localmente(63).
d. Farmacologia

En condiciones experimentales, a dosis iguales o inferiores a 800 mg'kg
administrados por via intraperitoneal, 4. refica/ata no presenta ninguna actividad sedante.
Sin embargo, la planta presenta un efecto antiespasmédico de tipo neurotropo a partir de
200 mg/ml frente a contracciones inducidas por la carbamoilcolina. El efecto es, pues,
dependiente y se observa ademads una inhibicion del peristaltismo basal del duodeno
aislado de rata (64).

La plﬁnta no presenta ninguna actividad antimicrobiana contra enterobacterias
-responsables de las principales infecciones intestinalgs, es activa contra Strepfacoccus
Ppneumoniae en extracto alcohdlico (62).

Las raices, tallos, hojas y semillas poseen una actiﬁdad insecticida y repelente. El
extracto de tallo posee efectos in&trépo y cronotrope sobre el corazén de conejo y una
actividad comparable a la hormona juvenil. Las partes aéreas muestran una actividad
antiespasmodica in vitro sobre el ileon del cobayo. Las semillas son ictiotoxicas (64).
€. Comﬁosicién quimica |

La planta es rica en taninos y contiene una resina con propiedades insecticidas. El
fruto es rico en elementos nutﬁtiVos: vitaminas, proteinas, magnesio. La hoja contiene
sesquiterpenos: cardinol, delta elemol. Se han identificado 5 alcaloides en diversas partes

de la planté: alcaloide  isoquinoleico  simple (salsolinol), del tipo
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benzi]teﬁa]ﬁdmianuinoleico {reticulina y cociaurina), del tipo aporfinoide (anonajﬁa y
norushinsunina), del tipo oxoaporfinico (liriodenina) y la dopamina (65).
f Farmacognosia

Las hojas v la corteza secas son la materia médica que deben reunir las mismas
caracteristicas fisicoquimicas y sanitarias de la materia prima usada para la elaboracién de
productos fitofarmacéuticos. No hay datos sobre la relacion entre la actividad
farmacologica atribuida y la composicion quimica, ni estudios tendientes a la formulacion
de productos fitofarmacéuticos.
9.5  Rhizophora mangile L. (mangle)
a. Descripcion botanica

Arbol de 25 m, tallo pequefio, tronco de 1 m de didmetro, corteza delgada y hojas
pecioladas, muy gruesas, ovaladas o elipticas de 5-15 ¢cm de lé:rgo obtusas, entereas, de un
verde profundo arriba, més palidas abajo, los nervios obsoletos; los pétalos amarillos de 7-8
mm de largo, vellosos por dentro, los.estambres de 5 mm de largo; el fruto de 2.5-3.6 cm
de largo.
b. Habitat

La planta se encuentra en Estados Unidos, México, Centro Ameérica, Sur América y
Oceania. Usualmente esta en asociacion con Conarpus, Laguncularia _yAveceﬁnia {66).
También se le conoce como “mangle rojo” en Belice, “tapche”, “tabche”™ (maya yucateco).
El mangle y sus especies asociadas forman una asociacion importante que existe en una

gran parte de las costas de toda la América tropical.
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Lla Rh:‘zop?zora esta especialmeﬁte adaptada para cuaquier habitat acuzitico_ por sus
raices largas y rigidas que sobresalen de la tierra formando un arco de circulo. Las raices
muy a menudo estin cubiertas con ostras y otros animales marinos,"y son muy frecuentadas
por cangrejos, arafias y saltamontes.

c. Usos medicinales atribuidos

Se le atribuye propiedades antiprotozoarica especialmente contra amebiasis,
leishmaniasis y tn'chominiasis.

Con respecto a su composicion quimica, famiacoiogig y farmacognosia no ha sido

estudiada.
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118 .fUSTIFICACION

Se estima que el 12 por ciénto de la poblacion mundial esta infectada pdr E.
h}srolyﬁca {54). La disenteria amebiana es comun en regiones del trépico v subtrépico; sin
.embargo, la amebiasis estd mas relacionada con condiciﬁnes sanitarias y estatus
socioecondmico que a clima.

‘De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ésta infeccidn junto
con otras causadas por bacterias se encuentra dentro de las cinco primeras causas de muerte
en paises tropicales de Ameérica.

Eﬁ cuanto al tratamiento, se ha empleado un gran nimero de drogas con la finalidad
de erradicar ¢sta mfeccion, pero, el uso desmedido de éstas puede permitir que se obiengan
cepas resistentes a ciertos medicamentos.  Asimismo, Ciertos compuestos son toxicos para
el hospedero, tales como el Metronidazol, el cual es carcinogénico para roedores de
laboratorio y la Emetina que es cardiotdxica para humanos (47).

Por io tanto, la bisqueda de nﬁevos conipuestos con actividad amebicida es urgente
y muy importante. El desarrolio de una droga nueva, poco costosa es una prioridad para el -
control de 1a enfermedad (OMS, 1985). En este aspecto, un paso inicial es el estudio de
plantas pﬁp;l.larmente usadas en el tratamiento de la amebiasis. El uso de técnicas in vifro
para ¢l estudio de la susceptibilidad de trofozoitos de E. histolytica a diferentes compuestos
vegetales serd una valiosa ayuda para elucidar posibles compuestas con efectos

antiamebianos y ensayarlos preclinica y clinicamente como opciones terapéuticas.
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IV, 6BJETIVOS

1. Establecer un bioensayo para demostrar la actividad amebicida in vitro de diez
extractos de cinco plantas usadas en €l tratamiento de diarreas.

2. Tamizar 15 actividad de extractos de cinco plantas usadas en el tratamiento de la

amebiasis.



V. HIPOTESIS

Los trofozoitos de Entamoeba histolyticca cepa HM1:IMSS son susceptibles a los
efectos toxicos de al menos uno de los extractos de cinco plantas usadas popularmente en

el tratamiento de la amebiasis.
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MATERIALES Y METODOS

Universo de trabéjo

Plantas usadas en Guatemala para el tratamiento de’ la amebiasis.
Muestra

Extractos acuoso v etandlico de 5 plantas medicinales (Psidium guajava, Solanum

americanum, Annona reticulata, Tridax procumbens ¥y Rhizophora mangle} usadas en

Guatemala para el tratamiento de la amebiasis.

B.

1L

Recursos
Humanos

Asesores

Lic. Maria Beatriz Lopez

Lic. Armando Céceres

Coasesores

Dra. Maria de Lourdes Mufioz -(IPN-México D.F.)
Lic. Miguel Angel Moreno (IPN-México DF.)
Estudiante tesista: |

Br. Myra Elizabeth Custodio Cruz

Fisicos

Reactivos

Peptona

Dextrosa




Cioruro de Sodio

Fosfato de Pofasie
L-Cisteina

L-Acido Ascorbico
Citrato Férrico Amoniacal
suero bovino
Dimetilsulfoxido

Cloruro de Pofasio
Cloruro de Calcio
Metronidazol®

Sal de Tetrazolio (MTT)
Productos de plastico
tubos de propileno Eppendorf
filtros descartables

placas de 96 pozos
Productos de vidrio
pipetas Pasteur

tubos con tapdn de rosca
botellas de cultive
Equipo

campana de flujo laminar

42
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MiCTOsSCopio

autoclave

centrifuga

balanza

espectrofotometro
3.  Institucionales

Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia USAC

Agencia de Coqperacifm Internaciona del Japon (JICA)

Ciencia y Tecnologia para el Desanollo (CYTED)

Centro de Investigacion y ﬁmudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto

Politécnico Nacian‘;ﬂ (IPN), México DF.
C. Procedimiento
1. Ensayo
a. Obtencidn, extraccion y concéntracién de los vegetales

Se obtuvieron lalc. plantas en su lugar de crecimiento, bajo cultivo. Se recolecto el
érgano de interés de la planta cuidando que no estuviera dafiado ni infestado por insectos.
Se lavo con agua limpia y s€ puso a. secar en desecadores. Una vez secas las hojas se
partieron con las manos. La materia seca vegetal (MSV) se guardo en frascos de plastico
rotulados. Para la obtencién de extractos acuosos se¢ procedio de la siguiente forma: Se
pes6 50 g de MSV y se agregaron 500 ml de agua destilada hirviendo y se dejo rcpcsér por

2 b, se filtré 3 veces y se congelé a -40°C por 24 h. Luego se liofilizé. Para la preparacién



y se coﬁge](:- a -40°C por 24 h. Luego se liofilizd. Para la preparacion dé extractos
‘ctanélicos, se coloco en un percolador la MSV y se agregd etanol al 95 por ciento, se dejé
reposar por 24 h y se colectd la fraccion eluida, se repetié 3 veces. Luego se filtré y
concentro a presion reducida, se colocé en la desecadora y se guardd a temperatura
ambiente.

b. Ensayos de solubilidad

Se pesaron los extractos acuosos y etandlicos y se mezclaron con agua destilada,
etanol y dimetilsulfoxido (DMSO) dilucién 1:10, se disolvieron y filtraron con filtros
descartables de 0.45 mm de diametro.

C. Preparacion de controles positivo y negativo

Se prepard la solucion Ringer estéril (Cloruro de Sodio, Cloruro de Potasio y
Cloruro de Calcio). .

El Metronidazdl@ se llevé a una concentracion de 8mg/50ml.

d Preparacién de cultivo axénjco'

Se preparo el medio de cultivo TYI-S-33 (Peptona, Dextrosa, Cloruro de Sodio,
Fosfato didcido de Potasio, Fosfato monobasico de potasio, L-Cisteina, L-Acido ascorbico y
Citrato Férrico Amoniacal). Se pesaron los ingredientes, se disolvieron en agua destilada,
se ajusto el pH a 6.8, se fiitro en papel Whatman y se esterilizé en autoclave a 121 1b de
presion por 10 min, luego se refriger6. Se agregé 20 por ciento de suero bovino
vitaminado al 3 por ciento con una mezcla de vitaminas de Diamond. Se trasvaso a

botellas de cultivo en condiciones estériles bajo campana de flujo laminar,
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€. Preparacion de trofozoitos para la resiembra

Se observaron los tubos de cultivo axémico bajo el miéroscopio invertido, se
seleccionaron los mas conﬂuenfes v se depositaron en un bafio de hiclo por 10 min para
despegar las amebas. Se inocularon 0.5 ml de trofozoitos a las botellas de cultive fresco, se
incubaron a 37°C por 72 h.
f. Conteo de trofozoitos

Se despegaron las amebas de la botella de cultivo por inmersién de los tl;bOS en un
baiio de hielo, se trasvasod todo el c;mtenido a un tubo de centrifuga estéril, se r.':entn'ftigé 4
min a 2000 rpm, se descarto el sobrenadante y sc resuspendio ¢l sedimento en lj.3 ml de
medio de cultivo fresco, se realizo cl-conteo en un hemocitometro.
g Reto amebicida
i Ensayo por recuento de trofozoitos en hémocitémetro

Se realizé el ensayo en triplicado en placa de 96 pozos y en tubos Eppendorf. A
cada poco y tubo Eppendorf se le agrégé solucion Ringer, extractos acuoso y etandlico en
_concentraciones de 1, 0.5, 0.250 mg/ml y 3 x 10* trofozoitos dando un volumen final de 0.2
m! para la placa de 96 pozos y 1 ml para los tubos Eppendorf. Se incubaron a 37°C por 24
h. Para el ensayo en placa de 96 pozos; se despegaron las amebas con solucion Ringer fria
y se realizo el recuento de trofozoitos viables. Para el ensagro en tubos Eppendorf, se
centrifugd a 2000 rpm por 4 min, se descarté el sobrenadante y se resuspendio ¢l sedimento

en 0.3 ml de solucién Ringer, se realizo el recuento de trofozoitos viables y se guardaron

para la siguiente eiapa.




tos controles negativo (soluciéon Ringer, como medio de méntem'miento y DMSO
dilucidén 1:10 como placebo) y positivo (Metmfﬁdazol@) se incubaron cdn los trofozoitos
en las mismas condiciones que los extractos de plantas.

Se calculo el porcentaje de viabilidad tomando como 100 por ciento el nimero de
trofozoitos vivos en la solucion Ringer y DMSO dilucion 1:10
ii. Ensayo Colorimétrico

Se basa en el desdoblamiento de la sal de Tetrazolio (MTT) al ser incorporada por
los trofozoitos viahles de E. histolytica tratados con los extractos de plantas, la cual es
liberada produciendo un compuesto cromégeno. que puede dar lectura de absorbancia en un
~ espectrofotometro a 570 nm. Un aumento cie absorbancia indica un contenido mayor de

"amebas viables.

Los tubos Eppendorf utilizados en el ensayo por recuento de trofozoitos se

centrifugaron nuevamente a 2000 rpm por 4 min, se descarté el sobrenadante y se le agregd
al sedimento 1 ml de MTT, se incubc’). 4 h a 37°C, se centrifugaron a 2000 rpm por 4 min,
se descarto el sobrenadante y el sedimento se lavo con PBS, luego se¢ agregd 1 mlde
alcohol isopropilico acid_iﬁcado al 0.04 por ciento con acido clorhidrico concentrado. Se
leyé el sobrenadante en un espectrofotometro a 570 nm. Se compard la viabilidad con €l
aumento de absorbancia.

Se consideré un resultado positivo cuando el extracto produjo una inhibicion de
crecimiento del 50 por ciento comparandolo con los controles positivo y negativo.

Cada ensayo se realizo por triplicado y se repetio 7 veces en diferentes dias.



2.

a.

47

Disefio Estadistico
Tipo de estudio: Experimental

Diseiio totalmente al azar: La asignaciéon de los tratamientos a las unidades

experimentalés fue totalmente aleatorizado.

b.

ti.

Niimero de grupos o tratamientos (T): 7 (con 3 dosis cada uno: 1,0.5y 0.250
mgimi)

Control negativo (solo solucién de mantenimiento)

Control positivo {Metronidazol®)

Grupo con T1 (planta: Solanum americanum)

Grupo con T2-(p]anta: Psidium guajava)

Grupo con "f3 (planta: Rhizophora mangle)

Grupo con T4 (planta: Annona reticulata)

Grupo con TS (planta: Tridax procumbens)

Unidades experimentales: Cultivo de amebas

Respuesta a medir: Recuento Ide trofozoitos de £. histolytica vivos y muertos
b:ll’xmero de réplicas: 7 por grupo

Analisis estadistico:

Variable. Respuesta:  Binomial, los ensayos prucban que existe diferencia

significativa entre tratamientos donde las respuestas medias fueron: 1. Positiva si ia planta

destruyé a los trofozoitos de £. histolytica ¥ 2. Negativa si la planta no demostré ningin

efecto nocivo sobre los trofozoitos.



VII. RESULTADOS

A. Ensayos de solubilidad
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1. Solubilidad de extractos vegetales
Tabla No. 2
Solubilidad de Extractos Vegetales
Planta Extracto Solubilidad
' A E* D

P. guajava acuoso + fz
etanolico - - -

R. mangle acuoso + 2 i
etandlico - - +

5. americanum ACLIOSD + B L
ctanolico - - +

A. reticuiata aCUu0so + =2 =
etanolico - - +

1. procumbens acuoso A =
etandlico - - +

“A, Agua desionizada estéril, E, Etanol al 70%, D, DMSO dil 1:10

2 no fue ensayada su solubilidad en ese disolvente

+ solubilidad totel
— insoluble

2. Solubilidad del Metronidazol® (control positive)

El compuesto es soluble en agua. Se prepard una solucién 1mM (8mg/50 ml)

Se observo que el diluyente de los extractos etanolicos DMSO dil 1:10 no es toxico

bara los trofozoitos de E. histolytica. No hay ninguna variacion en el recuento de los

trofozoitos vivos ni en la medicion colorimétrica. Ademads, hay un recuento equivalente al

que se realizd con el otro control negativo la solucion Ringer.
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En todos 10;3. énsayos se observo la eliminacion totai de los trofozoitos con el control
positivo Metronidazol®.

Al realizar el recuento de los trofozoitos viables se contaron dnicamente los
trofozoitos enteros, viables no dafados.

Los trofozoitos no viables se observaron totalmente destruidos.

Tabla No.3
Efecto de los extractos vegetales
sobre la viabilidad de los trofozoitos
de E. histolytica

Planta Extracto 1 035 0250 mg/ml
S americanum acuoso + + +
etanolico - - -
P. guajava acuoso - - -
etandlico - - -
R. mangle acuoso - - -
etandlico - - -
A. reticulata acu0so - - -
etanélico - - -
T. procumbens acu0so - - -
etandlico - - -

+ Actividad conira viabilidad de los trofozoitos de E. histelytica
- No se observd ninguna actividad sobre la viabilidad de los trofozoitos de E. histolytica
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VIIL. DISCUSION DE RESULTADOS

En un prncipio la solubilidad de los extractos acuoso v etanédlico de las cinco
plantas fue probada en agua desionizada est;én'l. Luego. lo- :xtractos que no fueron
solubles en agua, pasaron a la segunda etapa ¢n la que fue probada su solubilidad en etanol,
come ninguno present¢ una solubilidad completa, se realizd la tercera etapa que fue la
prueba de solubilidad con DMSO diluido 1:10 con agua desionizada estéril, el cual fue un
disolvente adecuado para el resto de los extractos.

La viabilidad de los trofozoitos de £. fristelytica no fue afectﬁda por los extractos de
las plantas P. guajaba, R. mangle, A. reticulata y T. procumbens. Sin embargo, el extracto
acuoso de S. americanum en las 3 concentractones si produce efecto dafiino sobre la
viabilidad de los mismos. Este efecto fue observado en los 7 ensayos realizados en
diferentes dias, y por los 3 metodos probados; por lo que se considera reproducible. Con
los otros extractos se observd que en el segundo y tercer ensayo hubo un efecto
parcialmente toxico pero no hubo correlac_i{’m con los demas ensayos, por lo que se asume
que ¢l tinico extracto que posee actividad toxica sobre 1a viabilidad de los trofozoitos es el
extracto acuoso de S. americanum por presentar en los 3 métodos utilizados la misma
tendencia.

Al comparar los resultados obtenidos entre los 3 métodos se puede demostrar que ¢l

método colorimétrico es el mas rapido y sencillo de acuerdo a los ensayos realizados por

otros investigadores como Cedillo-Rivera, A. Ramirezy O. Mufioz (67). Los métodos de

P
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cuantiﬁcécién por medio de la camara de Neubauer son mas largos pero también
demue;v.tran gran reproducibilidad atn comparandolos con el ensayo colorimétrico.

De acuerdo con las 3 metodologias convenidas se pudo establecer el biocnsayo v
demostrar la actividad amebicida in vitro de los dicz extractos de las cinco plantas usadas
en el tratamiento de la amebiasts.

Estadisticamente, los resultados del estudio dieron una respuesta binomial én la que
se acepta la hipétesis convenida, ya que hubo un resultado en el que se evidencio una

respuesta diferente.
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X. CbNCLUSIGNES

1. La viabilidad de los trofozoitos de £. histoivtica CEPA HM1:IMSS es afectada por
el extracto acuoso de la planta Solanum americanum.

2. Fl extracto acuoso de Solumam americanum presenta actividad contra los
trofozoitos _de Entamoebu histolytica a concentraciones de 1, 0.5 y 0.250 mg/ml en ensayos
in vitro incubados a 37°C durante 24 h.

3 Los ensayos realizados concluyven que el método mas adecuado para medir la
viabilidad de los trofozoitos de £. Aistolvtica es el métodd colorimétrico con sal de
tetrazolio (MTT), por ser rapido, sencillo y reproducible.

4. El modelo experimental fue efectivo en la demostracién de la actividad amebicida

in vitro del extracto acuoso de la planta Sofanum americanum.
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X. RECOMENDACIONES

1. Seguir investigando el extracto acuoso de  Solanum americanum para elucidar su
molecula activa y su posible toxicidad contra células de mamifero, para poder realizar
€nsayos préclinicos y clinicos como una opcidn terapéutica.

2.' Es importante continuar ¢l estudio con diferentes plantas para seguir en busqueda

de un posible compuesto con actividad amebicida.

—_— - e ——— e e
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XI. ANEXOS

Anexo No.1

Fuente: Brown H. Parasitologia Clinica. 3ed. México: Nueva Editonal

Interamericana. 1985, 362p. (p. 21)
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