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I.- PROLOGO

En virtud de que entre las plantas mexicanas gue produ-
cen alucinaciones, se menciona a la Heimia salicifolia y —--
existiendo poca informacidén sobre ella y de sus propiedades
sobre el organismo, se decidid hacer un estudio monogrdfico
de esta planta, con el fin de recopilar la mayor informacibn
posible sobre dicho vegetal,



IT.- CLASIFICACION

Es una planta con propiedades de estupefaciente, mexica
na, interesante y adn poco conocida, cuyo nombre vulgar es -
"Sinicuiche"., El nombre botdnico es "Heimia salicifolia" (3).

Heimia salicifolia (H. B. K.) Link, Enum. Pl., 2: 3, 1822,
Negaea salicifolia H. B. K. Nov, Gen. & Sp. 6: 192, 1823,

Pertenece a la familia de las litrdceas, al género Hei-
mia Link y Otto citado em (1,2,5,6,7,12,13,14,15,16,17) y a
la especie salicifolia Humbolt, Bonpland y Kunt citado en —-
(2,5,6,16,18,22,23,26), La familia consta de 22 géneros, con
aproximadamente 500 especies, se encuentra en regiones tropi
cales y subtropicales, vegetando a lo largo de los rfos o en
suelos himedos de Estados Unidos y oeste de Texas (5). En M§
xico en los estados de Baja Califormia, Nuevo Lebn, Zacate--—
cag, Tamaulipas, San Iuis Potosf, Coahuila, Querétaro, Mi--s-
choacdn, Jalisco, Veracruz, Oaxaca y alrededores de Tenancin
go. En Centroamérica en Guatemala, Salvador y Jamaica, En —-
Sudamérica en Uruguay, Paraguay, norte de Argentina y sur de
Brasil (7,11,16,18,22),

Las especies mds conocidas y que se congideran como va-
riantes de la Heimia salicifolia gon:

Heimia syphilitica DC. WMém. Soc. Phys. Hist. Nat. Gene-
ve 32: 12. 1826.

Nesaea syphilitica Steud. Flora 25: 474. 1842,

Heimia myrtifolia Cham & Schl

Las dos gon nativas de Sudamérica, la Heimia myrtifolia
gse localiza en Rfo de Janeiro y se extiende hacia el sur de
Argentina, en la regién de la costa del mar, En cambio la ——
Heimia salicifolia es del norte de México,

También se le conoce a 1la Heimia salicifolia como "quie
bra arado” en Argentina; "abre-o-sol" en el Rfo Grande del -
Sur; "herva de la vida" en Brasil (5,7). Estos nombres simi-

lares, igualmente usados en otras partes, son sélo una parte
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del total de los nombres comunes de la planta. Sinbnimos adi
cionales (algunos evidentemente dialectales) incluye "hanchi
nal" (Oaxaca y Morelos); "hauchinal", "hauchinol", "huachino
le", "huechinal", "hauchinoli", "huachinoli”, "huwachinol", -
"hachinal”, "hanchinoli", "haulchinol", "hachinol", "huauchi
nal*®, "huanchinol", "jarilla" (Oaxaca); "sinicuil", "sini--—-
cuilche", "sinicuiche" (Muevo Ledn y Jalisco) (17,21); “"gra-
nadilio", (Urbina); "escobilla del rfo" (Tamaulipas); "quie-
bra yugo" (Argentina y Uruguay); "auchinoli", "xonecuili" —-
(Morelos); “anchinol", "anchinoli' (5,11,18,22).



ITITI.~ DESCRIPCION BOTANICA ’

Se describe como un pequefio arbusto de 0.5 a 3 m de al-
tura (7,11,18,22,23), tallo erguido, excesivamente ramoso, ra
mas ternadas y opﬁestas. Los ramos tetrdgonos, alternos, -——-
opuestos, rigidos y glabros, lo mismo que el tallo (6), rami
tos alargados, cuatro a cinco angulados, lampifios y de color
verde (2). Ver Figura 1.

Hojas.- Son de color verde obscuro en la cara superior
y un poco més clarc en la inferior (6), membranosas, lampiz-
fias ternadas y opuestas, sésiles, acuminadas, miden de 2 a 9
cem de largo (11,18,22) por 0.6 a 0.8 cm de ancho, las supe—-—
riores son alternas y con pecfolos muy cortos (7). Todas las
hojas tienen nervaduras poco vigibles y el nervio medio es =
gobresaliente por debajo de la hoja (2,23).

Plores.~ Son mis bien pequefias, completas, inodoras, so
litarias, axilares, opuestas o cominmente alternas, ligera——
mente pediceladas; pedinculos de apenas 3 mm de largo (2), -
obovadas, glabras, herbdceas, con seis pétalos de color ama-
rillo c¢laro y llevan cada una de ellag dos brdcteas pequefias.
Plorece en septiembre (11, 18,22,23,26)

C4liz.~ Libre, campanulado, mide de 5 a 9 cm de largo —
dependiente y sostenido de la base del 16bulo (22); gamosépa
lo, glabro, terminado por doce dientes, de los cuales seis -
son anchos triangulares céncavos hacia fuera é inclinados 1i
geramente hacia el interior; los otros seis son pequefios, —-
delgados, en forma de cuérno, estdn rechasados hacia afuera
y alternan con los primeros, En la superficie exterior se no
tan 12 nervios (6),

Corola.- Regular dialipétala. Los petdlos son obovados,
glabros, varlan en ndmero entre 5 a 7y de 12 a 17 mm de lar
go de color amarillo vivo; se insertan en la parte superior
del cdliz, en la base de los dientes pequefios y por consi-——-
guiente alternan con los grandes; su tejido es muy delicado
¥y venoso; su duracidn es muy corta (6).
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Androceo.- Esbambres de 10 a 18, uniseriados, casi igua
les, libres entre sf, inclusos e insertados sobre el céliz -
hasta la mitad. Filamentos delgados cilindricos y lampifios.
Anteras medifijas, elfpticas, poco aplanadas, escotadas en —
el 4pice, biloculares, amarillentas, lampifias, dehiscentes -
longzitudinalmente por la parte interna (6,22)

Guineceo.- Ovario stpero, sentado, globuloso, obovado,

lampifio, con cuatro cavidades, placentas cuatro, axilares; -
' piuriovulado (6). E1 estilo es filiforme, cilindrico, grueso,
largo, lampifio, sobresaliente y capitado. El estigma en cabe
zuela (2).

Fruto.- Cépsula membranosa, menor gue el tubo del ciliz,
frdgil, de color negruzco, semiesférica.y envuelta por el cd
1liz, dehiscencia loculicida (6). Granos muy numerosos y pe—-—
quefios pués sblo llegan a medir un milimetro de didmetro, —-
ovoides, angulosos, de color amarilloc (11). '

Rafz.- La figura 2 muestra el corte transversal de la -
ralz, indicando con el 1 el suber; con el 2 la corbteza secun
daria formada por células de parénquima alargadas en el sen-
tido tangenciali con el 3 el liber secundario compuesto por
células que segregan crigstales de oxalato de calcio en abun-
danciaj con el 4 nos indica la madera secundaria formada por
grandes vasos lefiosos y abundantes fibras radio medulares —-
las cuales son més visibles en el lfber secundario debido a
la forma de sus células y carecen de cristales de oxalato de
caleio., No hay representacién de tejidos secretores (2).






IV.- ANALISIS QUIMICOS E INVESTIGACIONES PRELIMINARES

Los primeros andlisis quimicos de la Heimia salicifolia
los efectud Juan B. Calderén (7) en su tésis "Estudio sobre
el arbusto llamado sinicuiche". En este egstudio empleb la —-
planta completa y encontré que contiene: principios amargos,
clorofila, materia grasa, resina soluble en alcohol, resina
soluble en éter, tanino, materia colorante amarillo rojiza,
materia extractiva, goma, almidén, glucosa y huellas de acei
te esencial; ademds, hidréxido de potasio, hidréxido de so—-
dio, hidrbxido de calcio, magnesio, fierro y 4cidos carbdéni-
co, sulfdrico, clorhlfdrico, fosférico y silicico.

En las pruebas que efectud utilizé la planta completa -
la cual pulverizé y sometid en un aparato percolador con éter
sulférico como menstruo, obtuvo un lfquido de color verde es
meralda por refraccién y rojo obscuro por reflexién. Después
evapord el 1iquido etéreo espontdneamente le queds un resi--
duo de color negro visto en masa y verde claro cuando se ve
en capas delgadas, de consistencia blanda, insipido, con un
ligero olor especial; arde con una llama fuliginosa al ser -
quemado en umna hoja de platino. Todas estas caracterfsticas
fiasicas fueron indicios de la existencia de clorofila, mate-
ria grasa, aceite esencial, resina y an méds, porgque estas -
sugstancias son solubles en el éter.

Clorofila.- Para probar la exigtencia de esta sustancia
en la planta traté el extracto etéreo con alcohol de 85° hag
ta -observar una completa solubilidad. Tomé una parte y le —-~
adiciond bicloruro de mercurio y potesa, obtuvo una laca de
de color amarille verdoso, lo cual demostraba .la presencia -
de clorofila, ya que éata al solubilizarse en el alcohol for
ma lacas al reaccionar com una sal metdlica y un 4lcali, la-
cas cuyo color varfa con la base de la sal; ademAs, traté el
extracto etéreo con 4cido clorhfdrico concentrado, obteniens
do una solucidén de color verde esmeralda, la cual precipité
con amoniaco en grandes cantidades o con agua hirviendo, —--



obtuvo un precipitado de color verde sucio.

Resina,- Otra parte de la solucibn etéreo-alcohblica 1la
agité variag veces con bencina, la dejb reposar y decanté el
alcohol, le adicioné bastante agua que provocd la formacidén
de un precipitado pulvurulento debido a la presencia de una
resina, ‘

Graga fija.- Observdé que a pesar de que el extracto eté
reo 1o habia tratado con suficiente alcohol, afn dejaba un -
pequefio residuo de congistencia blanda, el cual estaba.cons-
titufdo por otra parte de la resina anteriormente identifica
da disuelta en una grasa fija, razdén por la cual no se habia
disuelto completamente en el alcohol. Para comprobar esto, a
una parte del residuo le adicion$ bencina y alcohol 1o agité
y decantbd este Wltimo, le afiadib agua y obtuvo un precipita-
do semejante al descrito anteriormente; otra parte la traté
con cloroformo y unas gotas de la solucién obtenida las ver—
ti6 sobre un papel, 1o cual produjo una mancha grasosa que -
no desaparecid al calentarse lo gque indicaba la presencia de
una grasa fija.

Tanino.- Comprobd que existe en la planta no sélo por -
el sabor astringente que es caracterfstico de la mayor parte
de los taninos, sino también por el color de la solucidn ama
rillo dorado y que al evaporarse totalmente en B.M. dejé un
regiduo de color amarillo rojizo, de sabor también astringen
te.

La extraceidn del tanino la efectué utilizando el ex——-
tracto etéreo-alcohélico que evapord en B.M. hagta obtener -
un residuo de color amarillo rojizo el cual disolvié en aguaj
a una parte de esta solucién le adicioné percloruro de fie—-
rro produciéndose un precipitado de color negro. Otra parte
la precipité al adicionar una solucién acuosa de albdmina, -
con lo que demostraba claramente la presencia de tanino,

Materia colorante.- Otra parte de la solucidn acuosa ob
tenida anteriormente al disolver el residuo la decolor$ con
carbén animal y adicioné agua alcalinizada, el 1fquido alca~
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lino presentaba el mismo color amarillo rojizo de la solu~--
cién primitiva, el cual desaparecfa y se formaba un precipi-
tado pulvurulento amarillo obscuro al neutralizar con un dei
do. La solucién obtenida la f£iltré para separar el tanino y
la concentré por evaporacifbn, la dejé reposar por un tiempo
para ver si cristalizaba alguna sustancia, pero no hubo nin-
gin resultado.

Después de extraer el extracto con agua destilada, gque-
d6 un pequefio residuo, el cual por medio de la bencina y el
alcohol y siguiendo el procedimiento anteriormente descrito
gse pudiera demostrar la presencia de una resina, diferente
a la encontrada en el tratamiento anterior, pués al separar
una pequefla cantidad se vié que era insoluble en el éter.

Ademds de las anteriores sustancias, habia en el extrac
to alcohélico otra que no pudo definir y que considerd como
materia extractiva.

Al tratar la planta con alcochol de 60° noté que la mate
ria colorante y el tanino se disolvian en mayor proporcidn,
mientras que la materia extractiva y la regina gse disolvian
en cantidades muy pequefias; debiéndose advertir que el tani-
no se encuentra en la planta en gran cantidad,

En el itratamiento de la planta con el agua obbtuvo una -
solucién de color amarillo obscuro, que al evaporaria dejs -
un residuo del mismo color. En el 1fquido, después de haber-
lo decolorado con carbén animal y concentrarlo por evapora—-
e¢ibn, encontré que tiene sosa y magnesio, identificdndolos -
mediante reactivos especificos, la goma por el precipitado
anaranjado que dié con una sal férrica y con el alcohol de
900, la glucosa por la reduccibn del reactivo de Fehling y
y la coloracién morena al calentarla con potasa. En el ex———
tracto se volvieron a encontrar estas mismas sustancias.

La planta también se tratd con agua acidulada y alecali
nizada,; pero no logré identificar alguna sustancia. Solamen=
te en la soluciébn acidulada con &cido clorhfdrico encontrd:
hidréxido de calcio y fierro.
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El bagazo de la planta lo tratd con agua caliente y en
seguida adicionando tintura de yodo, se produjo una colora—~
cidn azul lo cual demostraba la presencia de almidén.

Siguiendo el método de Stas citado en (6) investigé la
existencia de alcaloides, pero no obtuvo ningdn resultado,

Anflisis Mineral.- Una parte de la planta entera la so-
meti a incineracién y las cenizas las analizé por via seca,
encontrando algunas bases alcalinas y alcalinotérreas, En el
método de andlisis por via himeda encontré: hidréxido de cal
cio, hidrdéxido de sodio, hidréxido de potasio, magnesio y —-
fierro, éste dltimo en abundancia y ademds los dcidos carbé-
nico, clorhfdrieco, sulfdrico, fosfbérico y silicico.

En el andlisis efectuado utilizando dnicamente las ho--
jas, en cien partes de éstas perfectamente secas y pulveriza
das, Alas citado en (26) encontré que contienen:

Sustancia grasa y clorofila ...... ..eeae... 12
Principio extractivo y resina ...evesceccnss 14
Principio amargo (nesina) ..e.eececeeceveses 9
GOMA +vueevevuvonscoisessacsossosoeresnsenss 18
TaNINo ceeveeesecsesesaassonnsssssssassscscass 15
Sales MIinerales ...eeecessornseescceescnsses 3
Esqueleto vegetal ...vcovivetencaanianenneee 21

100

Nesina.- Se considera como un principio amargo y se pre
senta en forma de pequefias 14minas, incoloras, brillantes, -
inodoras, de un sabor muy amargo, soluble en el alcohol, ——
éter, cloroformo; se combina con los 4cidos y forma sales so
lubles en el agua.

a) Con el 4cido sulfdrico concentrado, se produce un co
lor castafio, que pasa poco a poco al violeta y éste desaparec
ce al adicionar una pequefia cantidad de agua.

b) Al adicionarle 4cido nitrico, se forma una colora—--
cién amarillo naranja.

¢) Al reaccionar con el dcido clorhfdrico da una colora
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cién amarillo eclaro.

d) Cuando ge le adiciona cloruro de platino forma un —-
precipitado anaranjado.

e) Al adicionarle cloruro de oro, no precipita inmedia-
tamente; pero después de algin tiempo se le observa un preci
pitado de color amarillo claro. ’

Tanino.~ Es un polvo de color amarillo haba, inodoro, -
de sabor astringente, muy soluble en el agua y pertenece al
gegundo grupo en- el cual se encuentran los taninos. Se.puede
identificar por que al reaccionar con las sales de fierro —-
produce una coloracién negro verdoso.

Goma.~ Existe en gran cantidad en la planta y le comuni
ca sus propiedades emolientes. Es un sélido de color amari--
llo; incristalizable, de sabor también astringente y amargo
probablemente debido a la resina o al tanino. Es soluble en
el agua y le comunica una consistencia mucilaginosa conside—
rable, (26).

Rafz.~ E1 andlisis qufimico de la rafz se llev$ a cabo -
partiendo de 5 g de muestra, secada previamente al aire y —--
pulverizada gse transfiere a un recipiente de vidrio se le —
adiciona agua destilada y se coloca en un B.M. para efectuar
la extraccibn, después se enfrfa y se filtra.

El filtrado presentd las siguientes caracteristicas:

a) Reaccién: 4cida al papel tormasol.

b) Color: rojizo amarillento.

¢c) Sabor: Es ligeramente ast;ingente, casi agradable.

d4) Con el cloruro férrico: se forma un precipitado ezul
obscuro,

e) Con bicromato de potasio: se produce una coloracién
pardo obscura.

f) Con acetato de plomo: se obtiene un precipitado bas-
tante abundante, quedando el 1lfquido casi incoloro.

g) Agitando la sustancia: se forma una espuma que desa~-
parece en seguida,

h) Con el reactivo de Fehling: se observé una sensible
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reduccibén en caliente.
i) Humedad: 11% determinada a 100° hasta peso constante
j) Cenizas: 6.2% por incineracién hasta obtencién de -
cenizas blancas. (2).



V.~ PRINCIFIOS ACTIVOS

Los estudios fitoquimicos han sido pocos y el trabajo -
no ha sido directo tocante a la separacién de constituyentes
fisiolbgicos activos.

In los primeros informes de estudios obtenidos sobre es
ta planta encontramos los siguientes: Baldini (2) en 1929 in
forma en "Contribucién al estudio de la Heimia galicifolia®
ausencia de alcaloides lo mismo que Calderén (6) en su tesis
"Egtudio gobre el arbugto llamado sinicuiche" y s6lo exponen
que la planta contiene: principios amargos, clorofila, mate-
ria grasa, resina soluble en éter, resina soluble en alcohol,
tanino, materia colorante amarillo rojiza, materia extracti=
va, goma,almidén, glucosa, huellas de aceite esencial y las
sales usuales encontradas en las plantas como son: potasa, -
sosa, cal, magnesio, fierro y 4cidos carbénico, sulfirico, =~
clorhidrico, fosférico y silfcico. Wehmer citado en (5) docu
menta en su informe presencia de un principio amargo, al ——=
cual llamé nesina.

La primera noticia de la presencia de alcaloides en la
Heimia salicifolia data de 1953, La existencia de ellos en -
la planta fue notada en extractos de muestras cultivadas de
semillas obtenidas en los jardines medicinales de Chelsea, -
Inglaterra; desarrolladas en el jardin de plantas medicina—-
leg de la Universidad de Connecticut, Storrs. Estudios méds -
amplios efectuados por Arthur E. Schwarting, Ralph N. Bloms-
ter y James M. Bobbitt (5) confirmaron su presencia al ais—
lar y determinar cinco alcaloides los cuales son: litrina, -
criogenina, sinicuichina heimina, sinina, en muestras obteni
das por S5.B. Penick Company, New York, colectadas cerca de -
Valle de Bravo, México.

En otro estudio efectuado en el mismo mes y afio por B.
Douglas, J.L. Kirkpatrick, R.F, Raffauf, O. Ribeiro y J.A. -
Heisbach (7) para averiguar las diferencias quimicas que ——-
existen entre las distintas especies y de muestras colecta——
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das en dreas muy separadas de los Continentes Americanos. En
esta investigacidn fueron empleadas las plantas: Heimia myr-
tifolia cosechada en el estado de Paranid en el suroeste de -
Brasil y Heimia salicifolia colectada en el estado de San —-
Tuis Potosi, México, durante julio-septiembre de 1960-1962,
Logrando separar de ambas plantas dos alcaloides: la litrina
¥ la criogenina, un tercer alcaloide la litridina sblo se —-
aiglé de todas las muestras de la Heimia myrtifolia (7).

En 1958 Hegnauer y Hexrfst citado en (5) empleando méto-
dos histoquimicos y microquimicos encontraron en la planta -
micilago, compuesbtos polifenflicos y alcaloides. Se tiene no
ticia también que la presencia de los alcaloides fue demog---
trada por Yebb citado en (5) y este dato fue relatado en ——-
1961 por Willaman y Schubert citado en (5). Alas citado en —
(5) 86lo hace relato de un alcaloide 012H604'

Dos alealoides nds, Nesodina y Lifolina, fueron aisla—-—
dos de la Heimia salicifolia en el afio de 1965 por Appel y -~
colaboradores (1). Estos investigadores por los estudios que
efectuaron encontraron que la nesodina es un isémero de la -
litrina, criogenina y sinicuichina,

El1-Olemy, M.M. y S.J, Stohs del colegio de Fammacia de
la Universidad de Nebraska y Arthur E, Schwarting (9) de la
Escuela de Farmmacia de la Universidad de Connecticut, Stofrs
en el afio de 1971 aislaron de la planta la Heimidina, Final-
mente en el afio de 1973, H8rhammer, R.B., Arthur E. Schwar——
ting y J.M. Edwards (13) aislaron y determinaron las estruc~
rags de la Anelisina y la Abresolina.

Por los datos obtenidos podemos resumir que los alcaloi
des aislados de la Heimia salicifolia son todos compuestos -
mononitrogenados que exhiben una funeibn carbonilo al infra-
rrojo a 5.8 = 5.9 p y que contienen cinco a seis oxigenos.



VI.- SEPARACION DE LOS ALCALOIDES

Ta separacidn'y purificacién de los cinco alcaloides de
la Heimia salicifolia Link & Otto se llevé a cabo por Ralph
N, Blomster, Arthur E. Schwarting y James M, Bobbitt (5) en
los laboratorios de Investigacién de Farmacia y Departamento
de Quimica de la Universidad de Connecticut, Storrs. En mues
tras obtenidas por S.B. Penick Company, New York y colecta--
dag cerca del Valle de Bravo, México.

Extraccibén.- Partieron de veinte libras de la planta se
ca previamente la desengrasaron con éter de petrbleo luego -
la secaron al aire y extrajeron continuamente con metanol ab
soluto hagta que en los extractos obtenidos de negativa la -
prueba para alcaloides con el reactivo modificado de Dragen-
dorff 6 con el de Mayer. Los extractos metanflicos los con--
centraron al vacio a 40° y adicionaron intermitentemente ~--
agua destilada hasta que quedaron libres de metanol. La solu
¢cién acuosa la acidificaron a pH 2 con solucibdn de deido «—-
clorhidrico al 10% y la filtraron con ayuds de Celita, el =-
precipitado que obbuvieron lo lavaron con agua destilada y el
filtrado dcido-acuoso lo desengrasaron en un extractor conti
muo empleando &ter etilico, en seguida ajustaron el pH de la
solucibn a 9 con una solucién de hidréxido de amonio al 28%
vy finalmente extrajeron ésta continuamente con cloroformo. —
Los extractos clorofbérmicos los secaron al vacfo a 400; Ren-
dimiento 170 g (1.87%). .

El extracto, disuelto en cloroformo lo absorbieron en -
alémina bdsica (ca. 500 g) la secaron y la pusieron en la _-
parte superior de una columna (7 x 110 cm) de al¥mina bésica
(Woelm actividad grado I). En la elusién emplearon dos dife-
rentes eluentes 1os cuales fueron colectados en tres fraccio
nes: En la fraccién I emplearon 2 litros de eluente metanol-
cloroformo (1:1) los cuales fueron secados al vacio y subse-
cuentemente fueron empleados para separar los alcaloides.

Los sélidos gue obtuvieron en esta fraccién (80 g) los
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disolvieron en metanol absoluto caliente y enfriaron,de este
procedimiento obtuvieron un precipitado blanco cristalino —-
compuesto por los dos principales alcaloides: la litrina y -
la criogenina, La solucidén madre.la evaporaron con la ayuda
de una corriente de aire hasta la mitad de su volumen origi-
nal y enfriaron esto produjo la formacidén de una pequefia can
tidad de cristales, La solucién madre la adicionaron a la —-
fraceidn II,

SEPARACION DE LA LITRINA,.- La mezcla de cristales blan-
cos obtenida de la fraccién I la disolvieron en un mfnimo vo
lumen de metanol caliente y enfriaron, como resultado de es-
te tratamiento obtuvieron un precipitado formado por crista-
les blancos-—amarillentos de litrina. La solucién madre la —-
concentraron con ayuda de una corriente de aire hasta la mi-
tad de su volumen original y enfriaron, otra vez se obiuvie-
ron crigtales. Este procedimiento lo repitieron hasta que la
cristaligacidn fue completa. Lia litrina cruda que obtuvieron
la recristalizaron en metanol dos veces, Rendimiento 5 g ——-
{0.0554), Caracterfsticas Fisicas en la pdgina 25.

SEPARACION DE LA CRIOGLNINA.~ Para la separacién de es-
te alcaloide se partié de la solucidn madre obtenida en la -
cristalizacién de la litrina, la cual secaron a 40° con ayu-
da del vacfo, el residuo lo disolvieron en cloroformo calien
te y lo enfriaron hasta producir un precipitado blanco espon
joso. La solucién madre fue reducida hasta la mitad de su vo
lumen original evapordndola con corriente de aire luego la -
enfriaron y obtuvieron como resultado de este procedimiento
la precipitacién del alcaloide. Este procedimiento se llevé
a cabo cuantas veces fue necesario hasta que la precipita———
cién de la criogenina fue completa,

También emplearon las fracciones ITA y IIB para separar
la criogenina obtenidas de la fraccién II, las secaron cada
una por separado al vacio a 40° ¥ los resuduos los disolvie-
ron también por separadc empleando un minimo volumen de ace-



tato de etilo caliente luego enfriaron y obtuvieron crista--
les blancos de criogenina, el proceso lo repitieron hasta —-
cristalizacién completa del alcaloide. Todos los cristales -
obtenidog de criogenina en los procedimientos anteriormente
descritos los mezclaron y los recrigstalizaron en acetato de
etilo repitiendo el procedimiento tres veces. Rendimiento —-
18.1 g (0.199%). Caracteristicas Ffsicas en la pdgina 30.

Lé fraccibn II consta de log siguientes nueve litros --
del eluente cloroformo-metanol (1:1) ademds le adicionaron -
la solucién madre restante de la fraccibn I y la evaporaron
al vacfo, los cristales que obtuvieron los disolvieron en ——
cloroformo caliente., La solucién la absorbieron en aldmina -
bdsica Woelm, actividad grado I efectuando la primera elusiébn
con cloroformo-benceno {1:3) produciendo la fraceiédn IIA, ——
luego eluyeron con una mezcla de cloroformo-benceno (1:3) —-
produciendo la fraccibn IIB, ésta fue geguida por una elu——=
siédn con cloroformo produciendo la fracecibdn IIC y finalmente
continuaron 1a elusién con metanol hasta que al probar el —-
eluente con el reactivo de Dragendorff de la prueba negativa,
este dltimo eluente lo designaron como fraceién IID,

SEPARACION DE LA SINICUICHINA.~ La separacién de la si-
nicuichina la llevaron a cabo partiendo de las fracciones —-—
ITA y IIB empleadas en la separacifn de la criogenina, estas
dos soluciones las mezclaron y secaron al vacfo a 40°. E1 re
siduo que obtuvieron lo disolvieron en cloroformo y lo absor
bieron en altmina neutra,-la secaron y la colocaron en la su
perficie de una columna. (7x10 cm) de aldmina neutra Woelm, -
actividad grado. I, empleando como eluente el acetato de etilo,
Todo el eluente lo evaporaron al vacio a temperatura de 40°
y el residuo obtenido lo disolvieron en un mfnimo volumen de
acetato de etilo caliente, enfriaron como en los casos ante~
riores precipitando asf{ la sinicuichina. E1l procedimiento lo

. repitieron hasta que la solucién madre ya no produce mds ——-
cristales del alcaloide. Para purificar la sinicuichina la -

recristalizaron cuatro veces en acetato de etilo y obtuvie——
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ron un producto blanco cristalino. Rendimiento 385 mg ————-
(0.0042%). Caracter{sticas F{sicas en la pigina 35.

SEPARACION DE LA HEIMINA.- Emplearon la columna ubtili-
zada para la separacién de la ginicuichina, solamente que en
este caso utilizaron para eluirla acetato de etilo-metanol -
(95:5) el eluende lo colectaron totalmente y secaron al va-—
cio 2 una temperatura de 400, el residuo que obtuvieron 1o -
disolvieron utilizando un mfnimo volumen de acetato de etilo
caliente y enfriaron, resultando de este procedimiento la —-
formacién de un precipitado blanco gelatinoso de heimina,

La solucién madre de la heimina y sinicuichina las mez-
claron y eveporaron a sequedad con ayuda del vacio a tempera
tura de 40°, 8l residuo le afiadieron la heimina crudar y crisg
talizaron en acetato de etilo. Este proceso de cristaliza«——
cién lo repitieron cuantas veces fue necesario hasta que la
cristalizacién de la heimina fue completa. Todo el alcaloide
crudo que obtuvieron lo recristalizaron dos veces en acetato
de etilo. Rendimiento 120 mg (0.0013%). Caracterf{sticas Fisi
cas en la pédgina 37.

SEPARACION DE LA SININA.- Para egta separacibn se par<s
ti6 de la fraceién IIC la cual secaron al vacfo a 40°, El re
siduo lo disolvieron utilizando un minimo volumen de cloro~--—
formo caliente luego enfriaron, se formé un precipitado amor
fo de ginina, el procedimiento lo repitieron hasta que la so
lucién ya no produjo més cristales del alcaloide. La sinina
la recristalizaron dos veces en acetato de etilo. Rendimien-
to 215 mg (0.0023%). Caracterfsticas Fisicas en la pdgina 38,

Todas las fracciones las sometieron andlisis para saber
el contenido de alcaloides mediante la cromatograff{a en capa
fina,

Se tiene conocimiento de otra separacidn de alcaloides
la cual fue efectuada por B, Douglas, J.DL. Kirkpatrick, R.F.
Raffauf, 0. Ribeiro y J.A. Jeisbach (7) de la Divisién de In
vestigacién y Desarrollo de los Laboratorios Smith Kline ——



-20 =

and French, Filadelfia 1, Pa. En un trabajo para averiguar -
la composicidén quimica entre la especie Heimla salicifolia y
la variante de la especie que es la Heimia myrtifolia, coleg
tada en dreas ampliamente separadas de los continentes,

Los materiales usados en esta investigacidn fueron las
plantags: Heimia salicifolia colectada en el estados de San
Tuig Potog{, México y Heimia myrtifolia en el estado de Para
nd en el suroeste de Brasil durante los meses de julio-sep--—
tiembre de 1960-1962. Se logrd separar de ambas plantas dos
alcaloides: la litrina y la criogenina. Da litridina fue ais
lade Unicamente de la Heimia myrtifolia.

SEPARACION DE TOS ALCALOIDES LITRINA Y CRIOGEHINA.- Se
emplearon 14.5 Kg de la planta seca, la cual pulverizaron y
extrajeron continuamente con una mezcla de etanol-metanol -
calisnte (10:1) hasta que la prueba para alcaloides con el
reactivo de Mayer dié negativa. El extracto gue obbtuvieron -
lo concentraron hasta consistencia de jarabe y el disolvente
residual lo eliminaron con corriente de aire a 25°,

El residuo lo trataron con dcido tartdrico al 2% (6x2 1)
lo enfriaron a 25° y filtraron con Celita, Con el objeto de
liverar completamente del residuo insoluble a log alcaloides
fue necesario emplear condiciones mds drdsticas, por lo que
aplicaron (3x2.5 1) de una mezcla de 4cido fosférico 0.2 M ¥y
acetato de etilo (3:2). La mezcla heterogénea resultante la
agitaron y calentaron a 80° nasta eliminar completamente el
disolvente orgénico, la enfriaron y filtraron con Celita.

Tos extractos 4cidos los mezclaron luego los alcaliniza
ron & pH B8 con amoniaco concentrado y la mezcla resultante -
ge extrajo con cloroformo, La capa cloroférmica la lavaron -
con solucién saturada de cloruro de sodio y la secaron sobre
sulfato de sodio,

Al eliminar el disolvente al vacio ge formb una espunma
verde pdlido la cual disolvieron en 500 ml de 4cido acético
v la vertieron con agitacién vigorosa a una solucibn fria de

dcido sulfdrico al 107 (4.2 1) 1a filtraron y efectuaron ex-
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tracciones con &ter etflico (3x1 1).

La capa acuosa la alcalinizaron con solucién de hidréxi
do de amonio a pH 8 y extrajeron con cloroformo, la solucién
clorofSrmica la lavaron con solucién saturada de cloruro de
sodio y la concentraron al vacfo apareciendo una cristaliza-
e¢ibn parcial que al filtrar produjo un sélido blanco (9.5 g)
¥y que al eliminar el disolvente residual produjo una resina
alcaloide espumosa de color café (58 g). La separacién de am
bas fracciones usando el procedimiento que se describe.a con
tinuacién no revelaron diferencias en la composicidn de aleca
loides.

El material espumoso (58 g) se disolvib en cloroformo y
se cromatografié sobre una columna de 4.pulgadas de didmetro
empleando 1600 g de florisil de tamafio de particula de 100 a
200 mayas y empacada en seco. Colectaron fracciones de 500 a
1000 ml controlando el volumen y precipitando el alcaloide -
por evaporacifn con ayuda del vacfo. Para su cristalizacibén
ge megzclaron los residuos de varias fracciones., Tabla 1

No. de Volumen Producto (g)
Eluente fraccio| total 2

nes, (1ts.) §§§§?a‘ Amorfo
Cloroformo-metanol (95:5) 15 15 17.44 2.91
Cloroformo-metanol (90:10) 13 6.5 3.06 2.15
Cloroformo-metanol (70:30) 8 8 12.68 —_—
Gloroformo-metanocl (25:75) 4 4 5.42 8,26
Metanol 1 4 | 2.49

LITRINA.- El eluato inicial lo cristalizaron directamen
te, les produjo un sélo alcaloide la litrina. Para purifica;
la efectuaron sucesivas recristalizaciones primero en cloro:
formo-metanol y luego en cloruro de metileno-&ter de netrb-—
leo, este procedimiento les produjo una muestra analftica —-—
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constituida por agujas finas de color blanco, Caracterf{sti--
cag P{sicas en la pdgina 25,

CRIOGENINA.~- Al emplear como eluato cloroformo-metanol
liber§ un segundo alcaloide, la cériogenina. La cristaliza——-
¢ién la llevaron a cabo empleando primero cloroformo-metancl
¥ luego con cloruro de metileno-&ter de petrbleo, producien—
do una muestras analitica compuesta por agujas finas de color
blanco, Caracterfsticas P{fgicas en la pdgina 30,

El andlisis de estos dos alcaloides lo efectuaron por -
cromatografi{a en capa fina y cromatografia en capa fina bidi
mensional.

Cromatografia en Capa Fina.,- Utilizaron placas de Viee-
drio (50x200 mm) con gel de sflice G.

Preparacién de las Placas.- Las placas las prepararon -
aplicéndoles una capa de 250 p de espesor de una suspengidn
formada por 50 g de gel de sflice G y 120 ml de agua, acti-——
véndolas durante 2 h, a 110°,

Preparacién y Aplicacibn de las Muestras.- En una séla
placa aplicaron 60 pg de la muestra disuelta en acetona-agua
¥y 21 pg de clorpromazina disueltos en acetona~hidréxido de -
amonio-agua, las cromatografiaron empleando como fase 1fqui-
da una mezcla de cloroformo~metanol (9:1), Las placas las sa
caron cuando el disolvente avanzé 10 cm, las secaron con —-—-—
aire y las rocfaron con el reactivo de 4cido yodoplatinico;
los alcaloides y la clorpromazina aparecieron con manchas de
color prpura y azules respectivamente, Cada alcaloide fue -
cromatografiado siete wveces,

Cromatograffa en Capa Fina Bidimensional.- Lag placas -
de vidrio que emplearon en este procedimiento las prepararon
como se describid en la cromatografia en capa fina,

Aplicacidén de las muestras.- In este caso se aplicaron
2 muestras, una de 20 y otra de 100 ng en placas separadas y
cromatografiadas en la misma forma., En ambos casos se obser-
varon las dos manchas encontradas en el método de cromatbogra

fia en capa fina, Si estas mismas placas se corren en un se-
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gunda dimensién, en la placa de 20 pg las dos manchas corrie
ron al mismo Rep® (al mayor de los dos valores); el mayor —-
Rep de los 100 pg ahora corrid como una sola mancha al mayor
Rep, mientras que el valor méds bajo del Rep la mancha corrié
como en la original placa como dos manchas con las caracte-—
risticas y valores descritos, Una explicacién racional para

estos fendmenos es la transformacién sobre la placa combinan
do de un bajo a un alto Rep,

Este material se sometié a digstribucién en contra co—--
rriente (30 tubos) empleando un sistema de 4dcido clorhidrico
0.1N-benceno~cloroformo (2:1:1) lo cual confirmé los resulta
dos de la cromatograffa bidimensional de que sélo era una —-—
sustancia,

SEPARACION DE NESODINA Y LIFOLINA.- La extraccién de la
planta la efectuaron en la misma forma que se deseribif al -
principio de este capitulo, partiendo de 14.4 Kg de la plan-
ta seca produjo 218.5 g (1.49%) de una mezcla cruda de alca-
loides, La cristalizacién del producto en cloroformo produjo
19.35 g de criogenina,

La solucién madre fue absorbida en 500 g de aldmina ba-
sica y secada se colocl sobre una columna que contiene 2000
g de aldmina bédsica Woelm, actividad grado I. La primera elu
8ién la hicieron con 500 ml de cloroformo, luego con 3500 ml
de cloroformo~metancl 2:1 y fimalmente con 17 1 de metanol,
pero la mezcla no se separd apreciablemente.

Los eluatos mezcladogs y concentrados los absorbieron en
300 g de aldmina bédsica, la mezcla la secaron y pusieron so-
bre una columna de 2000 g de aldmina bédsica Woelm, actividad
grado I. La elusibn la efectuaron con 12 1 de cloroformo PTo
duciendo la fraceién I, en seguida con 100 ml de cloroformo-
metanol 2:1 dando la fraceién II y por Wltimo con 16 1 de me
tanol dando la fraceidn IT7T,

*ch se define como la relacidn entre el Rf del alcaloi
de / Re de la clorpromazina (7).
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Ta fraceibén I (75.4 g) al concentrarla di6 una segunda
cantidad de criogenina (36.9 g). Ia solucibn madre la seca—
ron y cristalizaron en fracciones en cloruro de metileno dib
8.1 g de nesodina (0.055%) junto con pequefias cantidades de
litrina 1.0 g. La fraccidn ITT estd compuesta principalmente
de lifolina y la purificaron por medio de varias recristali-
zaciones en benceno dando 26.7 g (0.18%). E1 contenido de al
caloides en cada fraccién lo determinaron por cromatografia
en capa fina empleando para revelar el reactivo modificado -
de Dragendorff. Caracterfsticas Ffsicas en las pdginas 40 y
42,

SEPARACION DI LA HEIMIDINA.- Ta separacibn de este alca
loide la efectuaron El-Olemy, M.l., S.J. Stohs y Arthur E., -
Schwarting (9) en el afio de 1971. Siguiendo el procedimiento
de extraccibn original obtuvieron una mezela cruda de alca——
loides (85 g) la cual fue %ratada con 350 ml de mebtanol a —-—
ebullicién, la mezcla la llevaron a ebullieidn y filtraron,
por medio del cual obtuvieron 35 g de un material insoluble.

Ta poreidn insoluble en metanol la trataron con 250 ml
de cloroformo, la llevaron a ebullicién y la filtraron, obtu
vieron 10,2 g de material insoluble en cloroformo., El cloro-
formo después de haberlo filtrado lo concentraron ¥y lo ab--
sorbieron sobre TO0 g de alimina neutra Merck actividad grado
I. La elusibn la efectuaron primero con 1000 ml de benceno,
en seguida con 2000 ml de una solucidém al 4% de etanol en ——
benceno, después con 1000 mi de cloroformo y finalmente con
1000 ml de cloroformo-metanol 1:1

La heimidina la obtuvieron en las fracciones 171-183 —-
junto con pequefias cantidades de criogenina. Ias fracciones
las mezclaron y evaporaron a sequedad a 409, el residwo lo -
cristalizaron dos veces en cloroformo produciendo 150 mg de
heimidina., Para saber el contenido de alcaloides fueron ana-
lizadas cada una de las fracciones por cromatografia en capa
fina sistema A, Caracteristicas F{sicas en la pigina 44.



VII,- IDENTIFICACION DE LOS ALCALOIDES

Log estudios efectuados por Ralph N, Blomster, Arthur -
E. Schwarting y James M. Bobbitt (5 ) demostraron que los -
alcaloides, 1o mismo que sus derivados, pueden ser identifi-
cados por medio de: su punto de fusibn, rotacibn Sptica, ab-
sorcién en el ultravioleta, absorcién infrarroja, cromatogra
fia en capa fina, cromatografia bidimensional y poder de di-
fraceidn a los rayos X.(7).

Todas estas pruebas fueron hechas bajo ciertas condicio
nes y utilizando determinado equipo. Asf tenemos, que los --
puntos de fusidn se determinaron al vaclio en un aparato de -
Thomas Hoover. Para obtener el espectro de absorcidn en el -
infrarrojo se emplearon pastillas de bromuro de potasio y -
un espectrofotémetro Infracord, o bien, un espectrofotbmetro
Perkin-Elmer modelo 21, El espectro de absorcién en el ultra
violeta se determiné en un espectrofotdmetro Cary modelo 14
con registrador.

LITRINA

La litrina base se obtiene en forma de agujas blancag,
con P,M., = 435.53 yp.f. 241—2430; la rotacidn especifica es
[3<13° +32.5 (5,19).

Férmula Condensada: CogiogNO5 (19)
Férmula Desarrollada: (10,25).
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Anflieis: 024H23N03(0—CH3)2; calculado: C, T1.70;
H, 6.71; N, 3.22; 0-CHy, 14.25

Encontrado: C, 72.23; H, 6.96; N, 3.24; O—CH3, 14.47;
(N%m%,OﬁO

Egpectro de Absorcién en el Infrarrojo.- La absorcién -
en el espectro infrarrojo exhibe entre otras la presencia de
bandas a 3500 cmfl para grupos OH 6 N-H, a 1720 cmfl grupos
carbonilo, a 1605 en™t y 1510 em™} indica la absorcién del -

anillo aromético; ver Grifica 1

4000 3000
3 :

100,

% Transmitancia

3 ]
Longitud de onda (micras)

Gréafica l.- Espectro de Absorcién Infrarroja de la Litrina.

Espectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcién en el ultravioleta de la litrina a una concen-—-
tracibn de 0.00152% en etanol da: . max & 285 mp (loge 4.14)
a 260 mu (4.04). Cuando se adiciona una solucibn de hidréxi-
do de sodio {diluyendo 1 gota de NaOH 1N en 2 ml de agua) —-
origina la absorcién que produce el punto miximo a 327.5 mp
con una inflexidén a 260 mp.

Datos de Difraccién de Rayos X (polvo): (agujas de GI,C1,
&ter de petrbleo); d,A, 10.10, I/Il, 753 9.00, T75; 8.30, 45;
6.70, 653 6,20, 45; 5.79, 100; 4.60, 95; 4,20, 90; 4.10, 90;
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3.85, 65; 3.70, 50; (7).

Cromatograffa en Capa Fina.- Cuando se emplea como ad-—-—
gsorbente aldmina G, el valor para los Ry fueron: Rp 0.83, em
pleando como eluente benceno-etanol (9:1); Rf 0,95, con clo-
roformo-n~butanol (20:1); Rp 0.76, con benceno-metanol (19:1)
Re 0.82, con isopropanol.

En caso de emplear gel de silice G: Rf 0.90, utilizando
como eluente etanol-hidréxido de amonio (9:1); Rf 0.47, .con
etanol; Re 0.76, con metanol. :

Cromatograffa en Capa Fima-Bidimensional.- EL R p4 =
2,01 £ 0.09

Para la determminacidn cualitativa del grupo dioximeti--
len se empleb el método de Stamm -y colaborsdores citddo en —
(5) dando la prueba negativa.

COMPUESTOS DE LA LITRINA

CLORHIDRATO DE LITRINA.- El1 clorhidrato de litrina se -~
preparé solubilizando la base en cloroformo, saturando con -
4cido clorhfdrico y diluyendo con &ter, o bien, pasando 4ci-
do clorhfdrico a través de una solucibn de metanol-éter eti-
lico en donde previamente se ha solubilizado la base. El pre
cipitado obtenido se re¢ristaliza en metanol, obteniendo una
muiestra analf{tica en forma de prismas blancos con p.f. de ——
325-331° con descomposicién,

Anflisis: Cogll3oC1NOg; calculado: C, 66.1; H, 6.4; N, 3;
Encontrado: C, 66.1; H, 6.4; N, 2.9

Reduceidn del Alcaloide.— Por dos procedimientos puede
efectuarse: reduciendo el alcaloide a 20° en etanol en un —-
aparato de microhidrogenacién a presibén atmosférica con pala
dio sobre carbén como catalizador. La mezcla reaccionante ge
filtra y el filtrado se evapora en corriente de aire redu——
ciéndose hasta la mitad del volumen original. Los cristales
obtenidos funden a 230-231.5°. Ia litrina absorbe una molécu
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la de hidrégeno.

También puede efectuarse la reduccibn en 4dcido acético
a 20° a presién atmosférica y con 6xido de platino como cata
lizador. Los resultados demostrairon que la litrina tomada en
este otro procedimiento +ambién es equivalente a una molécu
1la de hidrégeno.

Espectro de Absorcién en el ultravioleta.- Ta litrina -
reducida ofrece un espectro de absorcién en el ultravioleta
a una concentracién de 0.003% en etanol.les diélx nax a 294
mp. y el valor para el loge= 3.88 con una inflexién a 250 mp
Sin embargo, oi se adiciona una solucibn de hidréxido de so-
dio produce un cambio en el espectro de absorcién con la —-
produccifn del valor méximo 317.5 a 294 mnu.

Eapectro de Absorcibén en el Infrarrojo,-— El espectro de
sbsorcibn infrarroja de la litrina reducida no muestra- cam-—-
bios en las.bandas del grupo carbonilo a 1720 cmfl, el oxi--
drilo en bandas de 3500 cmfl, pero si se exhiben cambios muy
notorios en las bandas comprendidas entre 1650 y 1175 cmfl.

ACETATO DE LITRINA.- Se obtiene tratando la litrina -
con anhfdrido acético y piridina, dando un producto que re-—
cristalizado funde entre 172 y 173°; la rotacién especifica
es[s<]2° +33.1

Las bandas en el infrarrojo empleando Mujol caliente —
fueron: 5,59, 5.87 n (7).

ESTIFNATO DE LITRINA.- Se obtiene a partir de una solu-
c¢ién saturada de 4cido estffnico en etanol, adiciondndose a
igual vold¥men de una solucién de litrina disuelta en etanol.
La mezcla se calienta a ebulliciédn en un bafio de vapor y --
luego se enfria. Los cristales obtenidos se separan por fil
tracibén y se recristalizan dos veces en etanol., El estifnato
de litrina gue se obtiene funde entre 268-269,5°

Andlisis: 032H32N4013; calculado: C, 56,47; H, 4.74;
N, 8.23
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Encontrado: C, 56.85; H, 4.98; N, 8.06

METILATO DE LITRINA.- La metilacién se 1levé a cabo di-
solviendo la litrina en metanol y haciéndola reaccionar con
una solucién etérea de diazometano, esta Wltima fue prepara-
da de acuerdo con el método de Blatt citado en (5). Ia mez——
cla reaccionante se deja reposar durante la noche en frfo, -
después se calienta suavemente a ebulliciédn hasta evaporar -
completamente el diazometano y se filtra, se evapora hasta -
la mitad de su volumen original con ayuda .de una corriente -
de-aire y se enfria, Los cristales obtenidos fueron recrista
lizados dos veces en etanol absoluto. Funde entre 239.5-241°,

Espectro de Absorcién en el Infrarrojo.- El espectro de
absorcién en el infrarrojo muestra una reduccidn gignificati
va de la absorcién a 3500 cm."1 lo cual indica la desapari—-—-—
- cién del grupo oxidrilo; en NMujol la banda estuvo ausente y
se presenta un cambio a una baja frecuencia en las bandas de
absorcién entre 1700 y 1150 cn™t,

Espectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcifn en el ultravioleta a una concentracibn de ————
0.0014% en etanol da‘}knmx a 280 mp (log€= 4.23). La adi-—-
cibn de hidréxido de sodio en solucién no causa cambios en -
el mAximo.,

METILATO DE LITRINA REDUCIDA.- Ia litrina reducida fue
metilada en la misms forma que el metilato de litrina. El —--
compuesto obtenido dié un p.f. comprendido entre 173-174°,

Andlisis: 024H24N02(O-CH3)3; caleulado: ¢, T1.82;

Hy, 7.37; N, 3.10; O—CH3, 20,60

Encontrado: C, T1.40; H, 7.48; N, 3.11; 0-CH,, 20.11

3!
TITULACION DE LA LACTONA DE LA LITRINA.~ Ta litrina se
trata con solucién alcohélica de hidréxido de potasio 0.491
N a 40° durante setenta ¥y dos horas, al cabo de las cuales -
se titula oon dcido clorhfdrico 0.25 N, La solucibn se acidi

fica a pH 2 con 4cido clorhfdrico 1N y luego se alealiniza a
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pH 9 empleando una golucién de hidrdxido de amonio al 285 y
en seguida se extrae con cloroformo. Los extractos clorofér-
micos log evaporaron a sequedad al vacio a una temperatura -
de 40° y el residuo se disuelve en metanol caliente emplean~
do la menor cantidad posible de disolvente, se enfrfa. Los -
cristales se separan y recristalizan dos veces en metanol ab
soluto, éstos no mostraron menor punto de fusidn al mezclar-
se con litrina, siendo después verificada su identidad por -
cromatograffa en capa fina. Se demostrd que la muestra -toma-—
da es equivalente a una molécula de hidréxido de potasio.

CRIOGENINA

Debe hacerse notar la diferencia dque existe entre la —-
criogenina con P.l1, de 435.53 separada de la Heimia salicifo
lia, con el producto de nombre comercial criogenina deécrita
en The Merck Index (24) llamada también fenilsemicarbazida -
con P,IM. de 151.2 una egpecialidad de Immiére de Lyon, Fran-
cia y distribufda por los Laboratorios Sarbach de Chdtillon,
Francia (20).

La criogenina gepnarada de la Heimia salicifolia se pre-
senta como cristales blancos que secados al vacfo a 110° tie
nen un p.f. de 253—2550, con P.M. de 435,53 (19); la rota-—-
cién especifica es:E?ﬂ%B +61 )

Férmula Condensada: 0261{291\105 (19)

76rmula Desarrollada: (10)




- 31 -

Andlisis: 024H23NO3(0-CH3)2; calculado: G, T1.70;
H, 6.71; N, 3.22; O-CH,, 14.52

Encontrado: C, 71.16; H, 6.87; N, 3.17; O-CH3, 14.24;
(N)-CH3 0.00

Espectro de Absorcién en el Infrarrojo.- El espectro de
absorcién en el infrarrojo muestra entre otras la presencia
de bandas a 3500 em™t para grupos OH 6 N-H, a 1720 em™1 gru-
pos carbonilo y dos bandas a 1605 y 1510 cm'1 que nos indieca
la absorcidén del anillo aromdtico: ver Gréafica 2

Egpectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcién en el ultravioleta a una concentracidén de 0.001%
da }\max a 285 mp (loge= 4.17) a 260 mn (4.08). La adicibn
de solucién de hidréxido de sodio causa un cambio en la ab=-—

gorcién del punto méximo a 323 mp con una inflexidn a 250 mp
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Grdfica 2.~ Egpectro de Absorecibn en el Infrarrojo de la Criogenina.

Cromatografia en Capa Fina.- Utilizando como adsorbente
alvimina G se obtiene: R 0.46, empleando como eluente bence-
no-etanol (9:1); Re 0.88, con clorofomo-n-butanol (20:1); -~
Re 0.44, con benceno-metanol (19:1); Re 0.74, con isopropa--
nol.

En caso de usar como adsorbente gel de sflice G: Rf —_—
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0.81, con eluente etanol—NH4OH (9:1); Rp 0.15, con etanol; -
Rf 0.23, con metanol,

La determinacidn cualitativa del grupo dioximetilen se
hizo empleando el métedo de Stamm y colaboradores citado en
(5) dando la prueba negativa.

Aparentemente la criogenina no forma ningén derivado en
la forma usual, al tratar el grupo carbonilo con los reacti-
vos de dinitrofenilhidrazina, clorhidrato de hidroxilamina y
clorhidrato de semicarbazida.

COMPUESTOS DE LA CRIOGENINA

ACETILCRIOGENINA.- El p.f. de este.compuesto es de 186
a 187°%; la rotacién Sptica es:Ef{}%s -28.7

DIHTDROCRIOGENINA.- Su p.f. es de 214.5-216%; 1la rota—
cibn bptica es:E%{]%B -160., Ferris citado en (5) la describe
como dihidrovertina con p.f. de 223-224° ¥ da un valor para
la rotacién éptica de: [{[%5 -145

ACETILDIHIDROCRIOGENINA.- Funde entre 197—1980; la rota
cién especifica es:[}{]%s -193. La describe Ferris citado en
(5) como acetildihidrovertina con p.f. de 202-203°%; la rota-
cién 6ptica es:[ééJ%B -188

CLORIIDRATO DE CRIOGENINA.- El clorhidrato de criogeni-
na es preparado en la misma forma gue se prepard el clorhi--
drato de litrina, recriztalizdndose en metanol. El producto
da un p.f. de 322-323°,

REDUCCION DEL ALCATOIDE.- La reduccibn del alcaloide se
1levé a cabo a 20° en etanol en un aparato microhidrogenador
a presién atmosférica con paladio gobre carbdn como cataliza
dor. La mezcla resultante se £filtra y se reduce a la mitad -~
de su volumen original con ayuda de una corriente de aire, -
Ia criogenina reducid~ es cristalizada en frfo y recristali-
zada dos veces en etanol, el producto obtenido debe fundir -
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de 214.5—2160. La criogenina tomada es equivalente a una mo-
lécula de hidrégeno.

También se puede efectuar la reduccidén de la criogenina
en dcido acético a 20° a presién atmosférica con bxido de —-
platino como catalizador. Los resultados en este caso tam——-
bién fueron: la criogenina tomada es equivalente a una molé-
cula de hidrbgeno.

Egpectro de absorcidn en el Ultravioleta.- FEl espectro
de absorcién en el ultravioleta de la criogenina reducida a
a una concentracién de 0.002% en etanol da‘}\max a293m y
un valor para el loge= 3,88 con una inflexién a 250 mp. Cau
ga un cambio en la absorcidn al espectro 1la adicién de una
solucién de hidréxido de sodio con la produccién del valor -
méximo de 317.5 a 295 mp.

Egpectro de Absorcién en el Infrarrojo.- EL espectro de
abgorcidén en el infrarrojo de la criogenina reducida no muesg
tra cambiog en el grupo oxidrilo en la banda a 3500 em™ L, Hu
bo un cambio en el grupo carbonilo variando la banda desde -
1720 hasgta 1735 cm"1 ¥y la principal diferencia fue exhibida
en la absorcibn entre 1650 y 800_cm71.

METTIOYODURO DE CRIOGENIFA.- Este compuesto se prepara -
mezclando igual volumen de solucién de yoduro de metilo a --
una solucidn de criogenina en benceno, la mezcla es calenta-
da & ebullicién en un bafio de vapor y después se enfria. TLos
cristales obtenidos se separan y recristalizan dos veces di-
solviéndolos en etanol luego se adiciona benceno y se desti-
la en el mismo bafio de vapor con la intermitente adicidn de
benceno hasta reducir el volumen de etanol., E1 metioyoduro -
de criogenina obtenido de esta manera. tiene un p.f. 214.5 a
217°,

Andlisis: CpcH,oNOL(CH;)I; caleulado: C, 56.165 H, 5.59;
N, 2.43; I, 21.98; 0-CH;, 10.95; (N)—CH3, 2,60

Encontrado: C, 55,373 H, 5.67; N, 2,503 I, 22.01; 0—053,
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10.90; (N)-CH,, 2.43

METILATO DE CRIOGININA,- L& criogenina se disuelve en
metanol y se adiciona a una solucidn etérea de diazometano
preparada segiin el método de Blatt citado en (5) la mezcla
se geca al vacio a 400 ¥y el residuo se cristaliza en acetato
de etilo. Los cristales obtenidos fueron separados y recris—
talizados dos veces en acetato de etilo, el producto tiene -
un p.f. de 226.5-228.5°,

1

Andlisis: 024H22N03(0—CH3)3; caleculado: ¢, 69.66;

H, 6.71; N, 3,013 O—CE3, 20.06
Encontrado: C, 71.44; H, 7.06; N, 3.15; O—CH3, 20.04

Espectro de Absorcidn en el Infrarrojo.- El espectro de
absorcién en el infrarrojo muestra una importante reduccidn
de la absorcién a 3500 em™L que indica la desaparicibn del =
grupo oxidrilo; en Nujol 1la banda estuvo ausente. También hu
bo cambios en las bandas comprendidas entre 1600 y 800 cmfl.

Espectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcidn en el ultravioleta a una concentracibén de ————-
0,0021% en etanol daA .. a 280 mp (log€ = 4.02). La adicién
de una solucién de hidréxido de sodio no cause cambios en el
méximo.

TITULACION D: LA LACTONA DE LA CRIOGENINA.- La criogeni
na base se trata con solucidn alcohélica de hidréxido de po-
tagio 0.491 N durante 72 horas a 40°, Esta mezcla se acidifi
ca a pH 2 con 4cido clorhfdrico 1N, luego se alcaliniza a pH
9 empleando una golucién de hidréxido de amonio al 28% extra
yéndose finalmente con cloroformo. Se evapora a sequedad to-
do el cloroformo con ayuda del vaclo a 40° ¥y el residuo lo -
disolvieron en acetato de etilo caliente utilizando el menor
volumen posible, finalmente enfriaron. Los cristales que ob-
tuvieron los separaron y recristalizaron 2 veceg en acetato
de etilo, estos no mostraron cambios en el punito de fusibn -
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sobre mezclag con criogenina y su equivalencia con esta fue
ademids verificada por cromatografia en capa fina. Se demos-
tré que la muestra tomada es equivalente a una molécula de
hidréxido de potasio,

SINICUICHINA

La sinicuichina se presenta como cristales blancos, --
que secados al vacfo a 110° funden entre 187-188°; la rota-
c¢ibn 6ptica es: EEQ%5 +77.83 P.M. = 435.53 (5,19).

Férmnla Condensada: C26H29NO5 (19)
Férmula Desarrollada: (12)

O¢H,

Anflisis: C24H23N03(0—CH3)2; calculado: ¢, T1.70;
H, 6.713 N, 3.22; 0-CH,, 14.25

Encontrado: C, 71.53; H, 6.68; N, 3,16; O—CH3, 14.39;
(N)-CH39 0.00

Espectro de Absoreién en el Infrarrojo.- EL eapectro —
de absorcién en el infrarrojo muestra entre otras la presen
_cia de bandas a 3500 cm™1 de grupos OH § N-H, a 1725 om™ T -
grupos carbonilo y cerca de 1605 y 1510 cm."1 indica la ab--
sorcién del anillo aromdtico: ver Gridfica 3

Espectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcién en el ultravioleta a una concentracibn de ———-
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0.0021% en etanol da S“max a 285 mp y el valor para el log.

de&£= 4,01, si ge adiciona solucién de hidréxido de sodio
causa el cambio de la absorcién méxima a 327.5 mp.

] 7

-: Longitud de onda (micras)

. % Transmitancia

Grafica 3.- Espectro de Absorcidén en el Infrarrojo de la —-

Sinicuiching.

Cromatografia en Capa Fina.- Al emplear la ald¥mina G -
como adsorbente, los valores para los Ry, fueron los siguien
tes: Ry 0.67, empleando como eluente benceno-etanol (9:1);
Re 0.90, con eluente cloroformo-~n-butancl (20:1); Ry 0.65,
con bencenommetanoll(l9:1); Rf 0,7L, con isopropanol,

En caso de emplear gel de s{lice G como adsorbente los
valores son: Rf 0.83, empleando como eluente etanol—NH4OH -
en la proporcién de (9:1); ]Rf 0.16, con etanol; Rf .27, ==
con metanol,

CLORHIDRATO DE 3INICUICHINA.- Se preparé en la misma -
forma que se prepararon los anteriores clorhidratos, recrig
talizindose en metanol. EL producto funde a 265~266°.

TITULACION DE LA LACTONA DE LA SINICUICHINA.- Se giguié
el mismo procedimiento empleado para determinar la lactona
de la litrina y criogenina anteriormente descritas. Demos—-
trédndose también que la muestra tomada eg equivalente a una
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molécula de hidréxido de potasio.
HETMINA

La heimina base recristalizada en acetato de etilo se
obtuvo en forma de cristales blancos que secados al vacio a
110° tienen un $,f. de 247.5-249°, P.M. 451.53; la rotacién
éptica es:E%ﬂ%s +43 (5,19)

Férmala Condensada: 026H29NO6 (19)

Andlisis: 024H23NO4(0-CH3)2; calculado: C, 69.16;
H, 6.47 N, 3.10; 0-CHy, 13.75

Encontrado: C, 69.50; H, 6.45; N, 3.01; O-CH3, 14,253
(N)-CH,, 0,00

Espectro de Absorcién en el Infrarrojo.- Muestra entre
otras 1a presencia de bandas a 3500 cm."l para grupos OH 6 —
N-H, a 1725 cm.-l grupos carbonilo y cerca de 1605 y 1510 ~=
emfl indica la absorcién del anillo aromitico; ver Griafica 4

Egpectro de Absorcién en el Ultravioleta,- E1 espectro
de absorcibn en el ultravioleta a una concentracibn de ———o
0.00105% en etanol da A . a 285 ma (loge=4.15) a 260 mp
(Logg= 4.09). Al adicionar una solucién de hidréxido de so
dio. origina un cambio en la absorcién del punto méximo a -
330 mn  con una inflexién a 260 mpu.

Cromatografia en Capa Fina.- Empleando como adsorbente
al¥mina G losg valores son: Rp 0.48, empleando como solvente
benceno-etanol (9:1); Re 0.88, con cloroformo-n-butanol —-—--—
(20:1); Re 0.46, con benceno-metanol (19:1); Rp 0.74, con -
isopropanol.

Con gel de sflice G los valores son: Re 0.82, con eta-
nol-hidréxido de amonio (9:1); Rp 0.16, con etanol; R, 0.:25,
con metanol.

CLORHIDRATO DE HEIMINA.- Se obtiene por el mismo méto=
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do que el clorhidrato de litrina y se recristaliza en meta-
nol. El clorhidrato de heimina asf obtenido funde a 326°.
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Gridfica 4.- Espectro de Absorecidn en el Infrarrojo de la Heimina.

TITULACIOX DE LA LACTONA DE LA HEININA.- La heimina ba
se se trata como en la forma anteriormente descrita para --
los otros alcaloides y se demostrd también gue la muestra -
tomada es equivalente a una molécula de hidréxido de potasio,

SININA

La base se presenta en forma de cristales que secados
al vacfo funden entre 217.5-219°, P.i. = 435.53; 12 rota-——
cibén Sptica es: E{]%S -174.2 (5,19)

FSrmula Condensada: C28H33N07

Férmula Desarrollada: (7,19)

[}
At
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Andlisis: 026H27NO5(O—CH3)2; calculado: C, 67.86;
H, 6.7L; N, 2.83; 0-CHy, 12.55
Encontrado: ¢, 67.96; H, 6,773 N, 2.75; O—CH3, 12.82;

(N)~CH,, 0.00

31
Espectro de Absorcién en el Infrarrojo.- El espectro —
de absorcién en el infrarrojo muestra entre otras la presen
cia de bandas a 3500 cm’l para los grupos OH 6 N-H, a 1720
em™ T grupos carbonilo y cerca de 1605 y 1510 em~t indica la

absorcién del anillo aromético; ver Grdfica 5
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Gréfica 5,- Espectro de Absorcién en el Infrarrojo de la Sinina,

Espectro de Absorcién en el Ultravioleta.- El espectro
de absorcidén en el ultravioleta a una concentracién de ———-
0.00176% en etanol da max 2 292.5 m1 y un valor para el -
log¢= 3.85 con una inflexién a 250 mp. Con la adicién de -
una solucién de hidréxido de sodio se produce un cambio en
el eapectro de absorcidn con la produccibén del valor mdxi-
mo de 317.5 a 292 mp.

Cromatograffa en Capa Pina.- Utilizando alYmina G se -
obtiene: Rf 0.61, empleando como eluente benceno-etanol ——-—
(9:1); Ry 0.79, con cloroformo-n-butanol (20:1); Re 0.40, -
con benceno-metanol (19:1); Ry 0.79, con isopropanol.
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Con gel de sflice G se obtiene: Rf 0.92, usdndo como -
eluente solucién de etanol-hidréxido de amonio (9:1); Rp —-
0.42, con etanol; Rp 0,75, con metanol.

CLORHIDRATO DE SININA.~ Se prepara por el método usual
ya descrito y se recristaliza en metanol, tiene un p.f. de
330°. '

TITULACION DE LA LACTONA DE LA SININA.- TLa sinina bage
se traté en la misma forma anteriormente descrita y se de--
moatrd que la muestra tomada es equivalente a una molécula
de hidrbxido de potasio.

NESODINA

La nesodina obtenida por 1la extraccién de la planta se
cristaliza en cloruro de metileno 6 en isopropanol, el pro-
ducto se obtiene en forma de agujas blancas que funden a --
190°%, P.M. = 435.53

FSérmula Condensada: 026H29N05 (19)
Férmula Desarrollada: (1)

Andlisis: 024H23

H, 6.71; N, 3.22; O, 18.37; (O)CH3, 6.39

NO3(OCH3)2; calculado: C, T1.70;

Encontrado: ¢, T1.47; 4, 6.50; 1, 3.45; O, 18.60;
(0)CH,, 6.61
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IR: v, 1715 emt

Uv: }\max 281 mp (& 12470); /< min298 { € 8410)

DIHIDRONESODINA,.- Ie nesodina se hidrogena a.20° a pre
sién atmosférica con paladio sobre carbén. El producto cru-
do obtenido se recristaliza en isopropanol, La dihidroneso-
dina funde a 226-228° y tiene un P.M. de 437.5

Andlisia: 024H25N03(OCH3)2; calculados: C, T1.37;
H, 7.14; N, 3.2; 0, 18.28; OCH;, 14.17

Encontrado: C, 71.38; H, 7.29; N, 3,13; 0, 18.11;
OCHy, 14.07

IR: v, 1230 om™", YCO 1728 cm”

wv: A, 286 m (&4960), . 257 mp (€ B75)

O-METILNESODINA,~ Ta nesodina en hidréxido de sodio 2N
se metila a 20° con dimetilsulfato, extrayéndose despuds de

la mezcla con cloroformo el cual se evapora hasta sequedad
1

1

Fl material crudo se sublima a una presién de 107 mm de Hg

y 1400, se cristaliza en metanol-agua y n-heptano. La pure-
za se comprueba por cromatografifa en capa fina; la o-metil-
nesodina funde entre entre 95-110° y tiene un P.IM. de 449.6

Andlisis: 024H22N02(OCH3)3; calculado: C, 72,14;
H, 6.95; N, 3.,12; O, 17.79; OCH3, 20.68
Encontrado: €, 71.87; H, 6.85; N, 3.18; 0, 17.94;

OCH,, 20.84
IR: w1267 cm ', YCO 1715 cm™*
uve A 279 mp (€13370), 8\, 258 mp (& 9590)

O-METILDIHIDRONESODINA.- Se obtiene a partir de la di-
hidronesodina en hidrbéxido de sodio 4N conteniendo 10% de -
acetona, luego se metila con dimetilsulfato a 20°, E1 pro-
ducto obtenido se recristaliza en metanol-agua ( 2:1) y se
deja secar durante varias horas a 100° empleando el vacio.
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La o-metildihidronesodina funde entre 203—2050, tiene un
P.M., de 451.6

Andlisis: C24H24N02(OCH3)3; calculado: C, 71.82;

H, 7.37; N, 3.10; OCH,, 20.60

3,
Encontrado: C, 71.92; H, 7.18; N, 3.18; OCHB, 21.27

IR: w 1712(:111"1

max
UY: S\ 285 mp (€3910), N\ 257 m (€ 982)

LIFOLIRA

Se observd que este alcaloide al ser recristalizado
rias veces con benceno se contamina con otros alcaloides
les como criogenina y o-desmetilcriogenina por lo que da

va
ta
un

falso p.f. arriba de 155° y.con una amplia variacién de tem
peratura. In cambio al solubilizarse en ciclohexano caliens

te 1ﬁego de Tiltrarse y someterse a ebullicidén se produce -

una pequefia cantidad de un precipitado microcristalino blan

co con p.f. de 223-224°, tiene un P.M. de 421.5
Férmula Condensada: CogHngNOg (19)
Férmula Desarrollada: (1)

°

oH

7

-10\
R
o
Anflisis: 024H24NO4(00H3); calculado: C,‘71.24;

H, 6.465 N, 3.32% OCH3, T7.36
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Encontrado: ¢, 71.37; H, 6.60; N, 3.38; OCH3, 7.29

. -1y -1
IR: vmax 1294 cm —, CO 1700 cm

Uv: ,\max 282 mp (€ 14220); }\min246 m ( € 11050)

DIHIDROLIPQLINA.- Se obtiene a partir de la lifolina -
la cual se hidrogena a 20° y presién atmosférica con pala--
dio sobre carbén. La dihidrolifolina funde entre 269-271° ¥y
tiene un P.M, de 423.5

Andlisis: 024H26N04(OCH3); calculado: C, 70.90;
H, 6.905 N, 3.31; OCHy, 7.32

Encontrado: C, 71.23; H, 6.85; N, 3.45; OCH3, T.42

1

IR: 1293 cm™t; V0O 1715 em t

Vhax

uv: /\max 295.5 mp (€ 8040); ,\min 268 mp (€ 3070)

0,0~DIMETILLIFOLINA.~ Se obtiene a partir de la lifoli
na en hidirSxido de -sodio-2N se metila a 20° con dimetilsul-
fato, despubs se extrae con cloroformo y se evapora éste —-
hasta sequedad, se recristaliza en metanol, La o,0-dimetil-
lifolina funde entre 231-233° después de secarla al vacio g
100° durante varias horas.

Anflisis: 024H22N02(OCH3)3.1/2 CHSOH; caleculado: C, 79.9
H, 7.14; ¥, 3.03; 0, 18,90

Encontrado: ¢, 70.63; H, 7.,01; N, 3.10; 0, 19.10

IR: Y00 1705 em ™t

UV A oy 278 m (€16570)5 5\ 5 247 ma (€ 12380)

0,0-DIMETILDIHIDROLIFOLINA.~ Se obtiene a partir de la
dihidrolifolina &ésta se adiciona a una solucidén de hidréxi-
do de sodio 2N y se metila a 20° con dimetilsulfato, se ex~
trae con cloroformo, la fase clorofdrmica se evapora hasta
gequedad, el producto se recristaliza en metanol varias ve-
ces y se seca al vacfo a 140° por 30 minutos tiene un B.f.
de 169-170° y su P.M. es 451.6
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Andlisis: 024H24N02(OCH3)3; calculado: C, 71.82;
H, 7.37; N, 3.10; 0, 17.72; OCH,, 20.60

Encontrado: C, 72.20; H, 7.17; N, 3.2; 0, 17.68;
OCH,, 20.26

IR: YCO 1725 cm™
293 mp (€ TT775); ,( min 269 mp ( € 3270)

1

ov: /\max

HEIMIDINA

La heimidina se cristaliza dos veces en cloroformo, los
cristales formados funden entre 221—2230; tiene un P.M. de

453,21
Férmla Condensada: 026H31N06
Férmula Desarrolladat

H3C [+]

OCH,

1 1

IR: YCO 1720 em™™, YOH 3440 cm™
uv: A, 292 mu (log € 3.8) (9)



VIII.- METODOS FARMACOLOGICOS IMPLEADOS PARA EL ESTUDIO
DI LO3 ALCALOIDES, NESODINA, CRIOGENINA Y OTROS ALCALOIDES -
DE LA HEIMIA SALICIFOLIA,

En este estudio Kaplan, H.R, y M.H. Malone (14) encon--
traron que el vrincipal alcaloide constituyente de esta plan
ta, la criogenina, imita cualitativa y cuwantitativamente, la
accibén de los extractos de los alcaloides totales ¥y observa-
ron que produce una ligera depresibn en el sistema nervioso
central en animales sin anestesiar.

Material.- Emplearon los alcaloides criogenina base, --
clorhidrato de litrina, nesodina base, lifolina y heimina ba
se,

Todos los alcaloides los usaron en forma de soluciones
habiéndose usado la nesodina y la criogenina base disueltas
en éter al 2%, 4cido clorhifdrico al 2% o 4cido acético y ca-
lentando ligeramente para facilitar la solubilidad. Sin em—-
bargo, clorhidrato de litrina, heimina y lifolina base por =
su poca solubilidad, primero se suspendieron en forma unifor
me por trituracidén en agar al 0.25% y después se calentaron
ligeramente para solubilizarlas, Antes de emplear los disol-
ventes los probaron por diferentes sistemas biolbgicos para
comprobar que no provocaban ningiin efecto en los animales de
experimentacidn,

Los animhles que se emplearon en las pruebas fueron ras
tas blancas de la cepa Jistar y ranas (rana pipiens). Los de
mis animales los obtuvieron de abastecimientos locales.

METODOS

DEFENSA HIPOCRATICA,- Gon esta técnica se determind la
dosis-resgpuesta de todos los animales inyectados y se dedujo
por la relacibn de la dosis con la intensidad de los efectos
producidos o respuestas, la curva de dosis-respuesta, Todos
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los compuestos los probaron a diferentes dosificaciones va--—
riando desde 10-100 mg/Kg; con nesodina la dosis fue mas am-
plia desde 100-1000 mg/Xg.

Primeramente llevaron a cabo un total examen de defensa
con los alcaloides usando 1 6 2 ratas machos ¢ hembras sin -
ayunar y sin anestesiar, con peso que variaba entre 170 y —-
375 g. Los animales los inyectaron por via intraperitonial -
empleando un volumen constante de inyeccibn de 5 ml/Kg con
0.25% de agar como vehiculo y observaron cuidadosamente la -
gintomatologia cualitativa y semicuantitativamente durante -
un perfodo de una semana. Log animales que sobrevivieron los
saérificaron por dislocacidn craneo-vertebral practicédndoles
la autopsia para determinar la causa de una latente toxicie~
dad.

Efectos y Toxicidad de los Alcaloides,.- La criogenina -
la administraron por via intraperitonial a una dosis de 10 -
mng/¥Xg y observaron los siguientes efectos: una pasividad de-
finitiva y percusibn en la cabeza. Los méximos efectos los -
observaron & partir de 2 hasta 6 horas después que adminig—-
traron esta dosis, observaron junto con la enoftalmia una re
duccibn espontdnea de la actividad motora y una ligera hipo-
termia progresiva relacionada con la dosis, ademds causaron
una presibén abdominal con efectos en la velocidad y profundi
dad de la respiraciébn.

La DL de la criogenina administrada por via intraperito
nial fue de 100 mg/Xg. _

La relativa inactividad del clorhidrato de litrina, hei
mina y lifolina base, puede deberse a su insolubilidad, aun-
que la cavidad peritonial tiene una comnsiderable habilidad pa
ra movilizar las moléculas insolubles pero fisiolégicamente
se activan después de la inyeccién intraperitonial.

Sin embargo, cuando les administraron a los aniuunles di
chos alcaloides por la via especificada a dosis de 10 mg/Kg
notaron pequefios sintomas después de aplicar el estandar de
dosis-respuesta, la pasividad sélo la observaron con litrina
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y heimina, todos los alcaloides causaron una presién abdomi-
nal con efectos en la velocidad y profundidad de la respira-
cién,

La DL del clorhidrato de litrina y heimina base fue de
100 mg/Kg, para lifolina fue de > 100 mg/Kg administrados —-
por via intraperitonial.

TLa nesodina base a la dosis inferior o sea 100 mg/Kg la
aplicaron por via intraperitonial y observaron los siguien--—
tes efectos: tendencia hacia hipotermia y pasividad con una
considerable baja de la temperatura rectal (-2.9°9), también
observaron la enoftalmia y la reduccidn expontdnea de la ac-
tividad motora, no hubo analgesia, pero si algo de ataxia —-
junto con un ligero estremecimiento del misculo envolvente -
del esqueleto y una presién abdominal con efectos en la velo
eidad y profundidad de la respiracién. La completa recupera—
cién de los animales la lograron en el transcurso de 24 ho—-
ras,

La autopsia que practicaron en la mayor parte de 108 ——
animales que sobrevivieron el perfodo de observacién de una
gemana, revel$ una tendencia hacia hepatoxicidad apareciendo
también toxicidad en el rifién y en el bazo la cual fue oca~-
gionada por peritonitis difusa no especifica,

La DL de la nesodina fue de 316 mg/Kg que provocaron la
mierte en el transcurso de dos dfas déspués de la inyeccidn,
mientras que 1000 mg/Kg fueron lebtales en ocho horas adminis
trados por via intraperitonial.

Los resultados de estos estudios proporcionaron datos -
muy importantes, primeramente demostraron que al incrementar
la dosis se aumenta tanto el grado como la duracién de los -
aintomas, también probaron que la nesodina tiene una activi-
dad semejante a la criogenina y que los otros alcaloides son
menos potentes que éstos, menos especificos, pero igualmente
téxicos y con caracterfsticas fisicas incovenientes.

ESTUDIOS CARDIOVASCULARES EN PERROS ANESTESIADOS.- En -
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este estudio emplearon los alcaloides en forma de soluciones
gue aplicaron por via intravenosa, motivo por el cual sélo -
estudiaron el acetato de criogenina y el de nesodina.

En las pruebas que efectuaron determinaron los efectos
que caugaron los alcaloides al ser inyectados por via intra-
venoga, las respuestas a inyecciones estandarizadas de epine
frina, acetilcolina e histamina, as{ como también la respues
ta que observaron antes de inyectar el alcaloide a una doble
oclusién carétida de 45 segundos.

Procedimiento.~ A los animales los anestesiaron por me-
dio de una inyeccibn intravenosa de uretano al 30% y aplica-
ron inmediatamente la traqueotomia.

Camularon la vena femoral derecha y ahi aplicaron les -
alealoides-por via intravenosa, asf{ como los agentes de refe
rencia en un tiempo de 20 segundos, teniendo la precausién -
de lavar la jeringa con 3 ml de soluciébn salina al 0.9% para
asegurar la exactitud de la dosis y la inyectaron inmediata-
mente en un tiempo de 10 segundos.

Ta dosificacibén del alcaloide la acumilaron cada 40 mi-
matos hasta que provocaron la muerte, Entre cada dogis doble
acumilativa del alcaloide repitieron las inyecciones estanda
rizadas de epinefrina, ecetilcolina, histamina y la oclusién
carbtida,

Para obtener resultados mds exactos durante el experi—-
mento, determinaron los electrocardiogramas antes y después
de inyectar los alcaloides, registraron el tiempo, ritmo res
piratorio y la presién sanguinea por medio de un Quimégrafo
de tambor, estas determinaciones las efectuaron antes de ca-
da inyeccidn y en el momento de registrar los mdximos efec—-
tos. La temperatura rectal la tomaron durante todo el experi
mento por medio de un Teletermémetro tipo btermistor.

Efectos y Toxicidad de los Alcaloides.- En las pruebas
que efectuaron con criogenina y nesodina cuando las aplica—-
caron por via intravenosa y comenzando por una dosis de ———-
0.001 mg/Kg para ambos alcaloides y llegando hasta dosis acu
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mulativas de 32.8 y 65.5 mg/Xg respectivamente, los investi-
gadores notaron a bajas dosis primeramente cambios en el rit
mo y profundidad de la respiracién y con las dosis acumulati
vag ya mencionadas provocaron la muerte por paroc respirato--—
rio,

Ta criogenina después de una dosis acumulativa de 0.128
mg/Xg Gréfica 6 produjo un descenso de la presién sanguinea,
a dosis un poco mayores observaron una btaguicardia aparente,
a dosis acumlativas de 16.2 mg/Kg se mostraron pequefios cam
bios en el ritmo cardfaco,

A bajas dosis la criogemina disminuye la respuesta-pre-
gor de la epinefrina; sin embargo, a dosis altas observaron
un aumento de la respuesta-presor junto con una disminucién
resultando efectos secundarios depresores. La accién de la -~
criogenina sobre la respuesta-presor’'de la epinéfiina fue ma
yor que el de la nesodina,

También provocd la accidbén de la criogenina a altas do--
gis 2.05 mg/Kg una disminucién de los efectos depresores de
la acetilcolina y se demostrd que a estas dosis los efectos
gson completamente similares a log descritos en los andlisis
de inyecciones de acetilcolina.

Robichaud y colaboradores citado en (14) efectuaron un
experimento con criogenina usando una preparacién doble vago
tomizada y observaron una progresiva bradicardia y cambios -
no totales en la respuesta-presor debida a una doble oclu——-
gi6n carétida o al inyectar la epinefrins. Cuando emplearon
en estas pruebas un gato intacto preparado y anestesiado ob-
servaron también bradicardia y aumento del efecto presor de
la epinefrina.

Efectuaron también estudios de la criogenina sobre la -
respuesta-presor de la oclusién carétida y encontraron una -
tendencia del alcaloide a disminuir la respuesta-presor.

Con nesodina Grifica 7 efectuaron las pruebas y se mani
festaron los efectos por pequefios cambios en el ritmo cardfa
co y presién sangufnea, sin embargo, cuando CoOmeszaIdn por —
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una dosis acumulativa de 2.05 mg/Kg los efectos ge manifesta
ron por una transitoria reduccidn del ritmo cardfaco siendo

éstoa mids marcados al incrementar la dosis del alcaloide, -——
también notaron los cambios en el ritmo y profundidad de 1a

respiracién,

En pruebas que efectuaron con la epineéfrina observaron
que la nesodina actué disminuyendo la respuesta-presor de la
epinefrina, sin embargo,a dosis altas observaron un incremen
to en la respuesta-presor junto con una disminucidn resultan
do efectos secundarios depresores. La accién de la nesodina
gobre la resjuesta-presor de la epinefrina fue menor que el
de la criogenina.

También probaron la accién de la nesodina sobre los ———
efectos depresores de la acetilcolina 1la cual actud iniecial-
mente incrementdndolos. Sin embargo, en posteriores pgriodos
el aumento fue menos pronunciado y finalmente hubo una reduc
cién en la respuesta.

In todo el perfodo de experimentacidén log mecanismos -
termoreguladores quedaron intactos en ambos perros, sin em——
bargo, en los animales que trataron con criogenina observa--
ron un lento pero progresivo aumento en la temperatura rec--
tal, (mAxima 2.2° al momento de morir).

E3STUDIOS CARDIOVASCULARES EN GATOS ANESTESIADOS.- En es
te estudio solamente se efectuaron las pruebas con nesodina,

Trocedimiento.- Se emplearon gatos sanos, domésticos --
con peso que puede variar de 1.8 a 3.0 Kg, los anestesiaron
con Dial-Uretano a dosis de 0.7 ml/Kg por via intraperito——
nial,

La arteria femoral izquierda la canularon para facili-—
tar la determinacién de la presién sanguinea la que efectua-
ron por medio de un registrador de presién, Como medida de -
precaucidn introdujeron peribdicamente en la arteria solu——-
c¢ién salina heparinizada con el objeto de disminuir la forma
¢cibn de un codgulo en la cédnula de polietileno,

Administraron la nesodina por via intravenosa aplicdndo
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la en la vena femoral izquierda la cual fue canulada para fa
cilitar la administracién de la droga empleando un tiempo de
15 segundos, luego lavaron la jeringa con 3 ml de solucién -
fisiolbgica aplicdndola en el mismo tiempo. La dosificacién
del alcaloide fue acumulada cada 10 minutos comenzando éon -
0.01 mg/XKg y continuando hasta provocar la muerte,

Efectos y Toxicidad del Alcaloide.— Los efectos los ob-
gservaron a través de las primeras nueve inyecciones en las -
lecturas de la presién sangufnea encontrando sélo ligeros o
relativamente insignificantes cambios con relacién a las lec
turas tomadags antes de haber aplicado el alcaloide.

La nesodina a una dosis acumulativa de 5,12 mg/Kg apli-
cada por via intravenosa causé un efecto dramitico depresor
ocurriendo simultdneamente una notable reducciédn en el ritmo
cardfaco y semejante un incremento equivalente de la fuerza
de contraccibn, estos efectos fueron transitorios ya que en
el transcurso de 2 mimutos se consideraron casi regulariza-—
dos los efectos adquiridos. Semejantes resultados se observa
ron con una dosis acumulativa sobre 10.24 mg/Kg. La aplica-——
¢cibn de subsecuentes inyecciones causaron el paro momentdneo
de los latidos del corazén.

La DL de la nesodina fue de 40.95 mg/Kg administrados -
por via intravenosa.

ESTUDIOS EL BL ILEON AISLADO DEL TPUERCO DE GUINEA.-
Efectuaron las pruebas con criogenina y nesodina.

Procedimiento.- Empléaron en este estudio el puerco de
Guinea adulto, macho y virgen sin ayunar, lo sacrificaron =-
por dislocacidén craneo-vertebral inmediatamente le extirpa—-
ron el fleon y lo segmentaron en secciones de 2 a 3 cm dején
dolos equilibrar por no menos de 1 hora antes de usarlos. Pa
ra evitar una mals interpretacién producida por la contamina
cién de las drogas emplearon segmentos recientes para cada -
una de las diferentes drogas.

En un bafio pusieron'solucién Tyrode previamente cilenta
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da a 37° ¥y oxigenada con una mezcla de gases compuesta por -
95% de oxigeno y 5% de dibxido de carbono en el sumergieron
un segmento que va colocado en un calibrador de 10 ml. El —~~
{leon lo sugetaron a un calibrador frontal isoténico de pa--
lanca, gque junto con un Quimégrafo lo emplearon para medir -
la actividad del misculo longitudinal.

En diferentes bafios adicionaron a uno nesodina y a otro
criogenina y determinaron los efectos de estas sustancias sp
bre las contracciones ya producidas en el fleon por los agen
tes de referencia (acetilcolina, histamina, serotonina, nico
tina y hexametonio) utilizdndolos en concentraciones especi-
ficadas e incubéAndolos por espacio de 1 minuto.

Efectos de los Alcaloidesg.- Lia criogenina a concentra-—--
ciones de 0.15, 0.30, 1.5 y 7.5 pg/ml progresivamente inhi--
bieron las contracciones producidas por la acetilcolina en -
el {leon a una concentracién de 0.1 pg/ml. Los mismos efec—-—
tos los observaron con nesodina a una concentracién de 1-5 -
pe/ml Gréfica 8. ‘

Cuando administraron la nicotina a una concentraciébn de
2 pg/ml en el bafio ésta causé contracciones subméximas repro
ducibles en el {leon las cuales fueron reducidas por la adi-
cibn de 0.2 - 2,0 ng/ml de nesodina. Pero si en el momento -
que obgervaron las mdximas contracciones le administran 2 --
ng/ml de nesodina &sta no causé ninguna accién significativa
sobre la respuesta. LEstos efectos se pudieron vencer por un
cuidadosgso lavado de los tejidos.

En pruebas que efectuaron coﬁ el hexametonio encontra-——
ron que bloqueb las contracciones producidas por la nicotina
a una concentracién de 1 ug/ml en este caso los efectos no -
fueron completamente reversibles ni lavando los tejidos ni -
incrementando la concentracibén de la nicotina.

También lag contracciones submdximas reproducibles pro-
ducidas por la histamina en el {leon a una concentracibn de
0.01 pg/ml en el bafio fueron inhibidas por la nesodina des—-
pués de 1 minuto de incubacibén a un: concentracién de 0,01 -
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ng/ml de alcaloide. Cuando incrementaron la concentracién de
la histamina en el bafic 100 veces se invirtieron los efectos
de la nesodina lo cual no es frecuente para agentes que po—-—
seen actividad anticolinérgica o .que tengan alguna propiedad
antihisteminica.

Con serotonina fueron producidas las contracciones sub-
méximas en el fleon a una concentracién de 0,2 ng/ml en el -
baﬁo ¥y con la nesodina a concentracibn de 0.2 ng/ml durante
la incubacién ésta causb contracciones cuando adicionaron la
serotonina a una concentracién de 2 pg/ml y ademds observa-—
ron un efecto aditivo.

En estos estudios observaron también una estimulante ac
tividad leiomioténica producida por la criogenina y la neso-
dina a bajas y altas concentraciones 1-5 mg/ml y por pruebas
que efectuaron encontraron que el hexametonio no tiene ac——-
cibén sobre la actividad, por lo que concluyeron gque la acti~
vidad de ambos alcaloides parece egtar restringida a un re--
ceptor distante o al ganglio autondémico.

ESTUDIOS SOBRE EL VASO DEFERENTE AISLADO DE LA RATA,-
Se estudiaron los efectos de la nesodina, criogenina y 4cido
acético vehiculo control sobre la respuesta de la epinefrina.

Procedimiento.- En las pruebas experimentales emplearon
una rata adulta, sin ayunar, la sacrificaron por decapita—-—
¢ibn y le extirparon inmediatamente el vaso deferente el cudl
pusieron en un calibrador de 10 ml sumergiendo égte en un ba
fio que contenfa solucibn oxigenada Tyrode a 359,

Ias contracciones subméximas reproducibles en el vaso -
deferente fueron producidas por la adicién de una solucidn =
de epinefrinm-4cido ascérbico (10 mg de epinefrina base por
10 mg de 4cido ascérbico) y observaron los efectos produci--
dos por los alcaloides después de 1 minuto de incubacién,

Efectos de log Alcaloides.- A una concentracibn de 5 —-
ng/ml la epinefrina causé contracciones subméximas reproduci
bles en el tejido del vaso deferente y una vez establecida -
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la respuesta hicieron primeramente las pruebas con nesodina
a concentracibén de 1, 2 ¥y 5 ng/ml incubando durante 1 minuto
después del cual ningdn efecto observaron sobre la respuesta
de la epinefrina,

Ia criogenina la administraron al bafio a una dosis de =
10 pg/ml y despuéds de 1 minuto de incubacidén observaron que
los efectos del alcaloide no alteraron las contracciones in-
ducidas por la epinefrina,

Finalmente el 4cido acético vehficulo control corregspon-
dientes a 5 pg/ml de nesodina en las mismas condiciones que
los anteriores, no alteraron la integridad de los tejidos.

Los resultados de estos estudios indicaron que ambos al
caloides carecieron de una afinidad para los receptores adre
nérgicos y por lo tanto no poseen ni actividad simpaticomimé
tica ni simpaticolitica.

ESTUDIO CINETICO SOBRE EL MUSCULO LISO ABDOMINAL DE LA
RANA.- En este estudio observaron los efectos que causaron -
los alcaloides sobre la respuesta producida por la acetilco~
lina en el misculo liso abdominal,

Procedimiento.- Lias ranas que emplearon en estas prue—-—
bas las sacrificaron por doble destrucecibdn de los centros —-
nerviosos, la de los hemisferios cerebrales y del cordén es
pinal, inmediatamente quitaron la piel, le exftirparon el mis
culo abdominal liso y lo dividieron a la mitad. Una parte la
colocaron dentro de un bafio el cual contiene solucién Ringer
oxigenada (95% de oxigeno y 5% de dibxido de carbono) la que
utilizaron a temperatura ambiente. En gseguida administraron
al bafio acetilcolina a concentracién menor de 10 pg/ml esta
dosis fue necesaria para obtener los mdximos efectos en el -
migculo. Una vez que establecieron la respuesta incubaron el
antagbnico en el bafio durante 1 minuto y después de este ——
tiempo observaron los efectos producidos poe 1.

Efectos de los Alcaloides,~ Hicieron un estudio prelimi
nar de los alcaloides: clorhidrato de criogenina, clorhidra—
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to de litrina, clorhidrato de nesodina, heimina base y lifo-
lina, todos fueron probados a una concentracién de 100 nug/ml
en el bafio con acetilcolina a concentracién menor de 10 —-—
ug/ml y observaron que todos causaron uns reduccién en las -
contracciones inducidas por la acetilcolina en el misculo 1i
s0 abdominal, ademfs que alteraron la integridad de los teji
dos, ésto lo comprobaron porgue a pesar de 1los numerosos la—
vados que les hicieron estos fueron incapaces de invertir —-
completamente la inhibicidén inducida por el alcaloide. -

"Por grande reduccién en la concentracidén de los alcaloi
des de 1-2.5 pg/ml e inhibiendo la acetilcolina hizo que se
lograra amortiguar los efectos manteniéndose as{ la integri-
dad de los tejidos.

La nesodina adicionada al bafioc a una concentracién de 1
pg/ml actué como un cldsico inhibidor no competitivo de la -
acetilcolina administrada ésta en el bafio a una concentro———
eibn de 0.5, 1.0 ¥ 2.0 ng/ml Grifica 9.

Sin embargo la criogenina cuando la administraron a una
concentracién de 2.5 png/ml con la acetilcolina a la misma —-
concentracibn actud como un hibrido y reveld ser un inhibi—-
dor entre el cldsico inhibidor competitivo y no competitivo
de la acetilcolina Grdfica 9., Asi lo demostraron también los
experimentos realizados por Robichaud y colaboradores citado
en (14) los cuales emplearon diferentes especies de animales
v tejidos (duodeno de conejo).

La atropina y la triflenamina sirvieron como un prototi
po inhibidor y demostraron ser del cldsico inhibidor competi
tivo de la acetilcolina a una amplia variacibén de concentra-
cién desde 2 hasta 160 pg/ml. En esta variacién Ariéns y Si-
monis citados en (14) fueron incapaces de obtener los efec--
tos bifédsicos de inhibicidén competitiva y no competitiva a -
bajas y altas dosis de atropina y triflenamina,

Los otros alcaloides los emplearon en forma de suspen--
siones en agar lo dque ocasiond que los resultados fueron po-
co exactos, ésto se debid a la irregular distribucibn de los
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GRAFICA 9 .- ESTUDIO CINETICO DE LA INHIBICION DE LAS CONTRACCIONES PRODUCIDAS POR LA ACETILCOLINA
EN EL MUSCULO LISO ABDOMINAL DE LA RANA,USANDO UNA DOBLE GRAFICA RECIPROCA,
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alcaloides en el bafio y también las propiedades fisicas de -
ellos hicieron que esta técnica fuera poco efectiva para am-
bas evaluaoiones, la cualitativa y la cuantitativa.

ESTUDIO CINETICO EN EL YEYUNO AISLADO DI LA RATA.- En -
este estudio establecieron dogis acumilativas, respuestas y
curvas de furtretonio s6lo y en la presencid de los alcaloi-
des nesodina, criogenina y antagfnicos de referencia, atro~
pina y papaverina. La Tabla 2 resume los resultados de estos
estudios cinéticos,

Procedimiento.— En>las pruebas emplearon ratas jovenes
adultas, macho o hembra las sacrificaron por dislocacifn cra
neo-vertebral, les extirparon inmediatamente el yeyuno y lo
segmentaron en secciones de 3 cm. Un segmento lo colocaron -
dentro de un bafio que contenfa 50 ml de solucién Tyrode modi
ficada por la adicién de lxlO”S g/ml de la sal disbdica de -
calcio del 4cido etilen diamino tetraacético.

Luego que establecieron la respuesta con el furtretonio
a diferentes concentraciones observaron los efectos produci-
dos por los alcaloides criogenina y nesodina después de ser
incubados en el bafioc ¥y concluyeron que dichos alcaloides son
potentes antagénicos no competitivos del furtretonio o un -~
agente estable parasimpaticomimético. Asi lo demostraron el
grupo de curvas deducidas por la incubacibén a varias concen-
traciones ver Grdficas 10 y 1l. En cambio la atropina y la -
papaverina Grdficas 12 y 13 demostraron que son un competiti
vo de referencia y un inshibidor no competitivo del furtreto-
nio respectivamente,
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M/L ATROPINA

GRAFICA 12

7 M/L PAPAVERINA

103 M/L

GRAFI1CA 13

ACUMULATIVA DE FURTRETONID EN LA PRESENCIA DE

GRAFICA 12 y I3.- CURVAS DE 1.0G-CONCENTRACION
ATROPINA {INHIBIDOR COMPETITIVO DE REFERENCIA)o PAPAVERINA (INHIBIDOR NO COM-

PETITIVO DE REFERENCIA} USANDO EL YEYUNO AISLADO DE LA RATA.
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Tabla 2.- Pardmetros de Actividad (10 min. incubacidn) sobre

Yeyuno aislado de la Rata.

Log—-Andlogos
Actividad |
intrinseca
R PA, pD*y
{(Furtretonio) 1.0 5.9 — —
(5.9% |
Criogenina .
{(Purtretonio) -1P - s T7.86
Nesodina
(Purtretonio 1P — — 7.64
Atropina
(Furtretonio) 0 ———— 8.42a
‘ (8.8) R
(8.37-8.77)
Papaverina
(Fartretonio) -1 5.0 o
(4.8)

8yalores informados por Rossum citado en (14).

YEn determinado ejemplo ( §‘3x10"9 M), la actividad intrin
seca es notable en aguel cambio detectable registrado del yeyu
no.,

C¥alores informados por Schild citado en (14).



IX.- VALORACION DEL PODER ANTI-INFLAMATORIC DE LA CRIOGENINA

Los estudios efectuados por Harvey R, Kaplan, Richard -
E. Wolke y Marvin H. Malone (15) sobre la propiedad anti-in-
flamatoria de la @eriogenina, demostraron que no solamente —-—
fue efectiva al limitar el desarrollo inflamatorio inducido
en casos agudos y crénicos en pruebas efectuadas con ratas,
sino también demostraron que tiene una actividad en bajo or-
den como antipirético y analgésico, es efectiva en parte e -
inversa al edema y al dolor producido por las inyecciones de
nitrato de plata aplicadas en la articulacidén del tobillo de
las ratas empleadas en estos estudios.

Otro de los estudios demostraron que la criogenina blo-
quea la serotonina, bradikinina e histamina en pruebas que -
efectuaron en el fleon extrafdo del puerco de Guinea. En el
pretratamiento limitando la serotonina e induciendo el edema
en la pata de las ratas, En la valoracidn antiflogistica blo
quean la histamina e inducen intradermal una mancha amorata-—
da en la piel de los conejos. También comprobaron que la =-——
criogenina no fue efectiva como agente fibrinolitieo. Ademéds,
encontraron que posee una actividad anti-inflamatoria seme-—
jante a la aspirina,

En los métodos que a continuacién se describen para va-
lorar el poder anti-inflamatorio de la criogenina, esta se -
empleS en dos formas diferentes: como una suspensibn acuosa
de la base libre en agar al 0.25% o bien, como una solucién
de la sal empleando el acetato, el cual lo prepararon disol-
viendo la base en 4cido acético glacial al 0.5%.

Las ratas empleadas en estos estudios fueron de la espe
cie Wistar y obitenidas de la E.G., Steinhilber Co., Oshkos; -
¥is,

VALORACION AGUDA ANTI-INFLAMATORIA USANDO CARRAGENINA E
INDUCIENDO EDEMA.- En las pruebas experimentales emplearon -
ratas de ambos sexos, sin ayunar, s6lo se debe tener la pre-
caugién de asegurar un uniforme grado de hidratacién de cada
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una de ellas y ademds administrar a cada animal una cantidad
suplementaria de 5 ml, '

Ia administracién de la droga la efectuaron por via —=-
oral en dosis de 10 mg/Kg de peso y por orden observar el —-
més mfnimo fenbmeno de irritacidn,

Uns, hora después de la administracién oral, inyectaron
asépticamente 0.1 ml del agente flogfstico que es una suspen
sién de carragenina al 1% en solucién salina estéril al 0.9%
en la aponeurosis de la planta en la pata trasera izgquierda,
Degpués de la aplicacién de la carragenina determinaron inme
diatamente la anchura o vollmen gue ocupé la solucién inyec-
tada y tres horas mds tarde usando un calibrador o vernier -
con espesor de medio pie y con medidas cercanas a 0,1 mm, —-
As{ como btambién el tamafio del voldmen y para el cual emplea
ron un aparato pletismogrifico modificado, con medidas cerca
nas a 0.01 ml.

TLas temperaturas rectales las registraron durante la -—-—
prueba mediante un termbmetro tipo termistor.

Induciendo el egtado inflamatorio con carragenina la ——
temperatura interna no se elevd y con el tratamiento con —e——
eriogenina o con el vehfculo controlado no causbd cambios sig
nificativos en la temperatura rectal.

La criogenina posee una significativa actividad antiflo
gistica a uns dosis de 100 mg/Kg al compararse con el vehicu
lo de 4cido acético y demds controles Tabla 3.

AFATTISIS DE LA CRIOGENINA COMPARADA CON LA PENILBUTAZO-
NA.~ En este procedimiento experimental se determinaron medi
das pletismogridficas después de la administracién de 0.05 ml
de carragenina al 1%, Para las pruebas emplearon ratas en —-
grupos de 4 escogidas al azar, utilizando dos para cada do--
gis una minima de 50 mg/Kg y una méxima de 100 mg/Kg ambas -
de acetato de criogenina y de fenilbutazona sédica, Cada tra
tamiento consta de 3 unidades por dia con su respectivo ani-
lisis en 3 diferentes dfas, resultando 9 unidades por cada -
uno de los cuatro tratamientos,
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Tabla 3.- Actividad Anti-Inflamstoria de la Criogenina Admi-
nistrada Oralmente en Ratas a Dosis de 100 mg/Xg., Induciendo
el Edema con Carragenina.

% medio de 1la] Incremento -Significado
Tratamiento anchura del voldmen [Ligual observado

Oriogenina 13.4 (2-24)2 0.01 - 0.05
Acido acético
Control 26.8 (18-36)"
Criogenina ceea 27 (2—-61)_b 0.001
Acido acético
Control cees 118 (51-197)P ceee

BVariacién observada en cinco determinaciones 3 hrs, después
de la inyeccién de la carragenina,

bVariacién observada en seis determinaciones 3 hrs. después
de inyectar la carragenina,

Los resultados obtenidos en el andlisis de la criogeni-
na comparada con la fenilbutazona demostraron que la primera
posee una potencia anti-inflamatoria 0.86 veces superior a -
la fenilbutazona. El 95% equivalentes a los 1lImites de con--
fianza para la potencia son 0.61 - 1.11

Ia A de log andlisis fue calculada con cualquiera de —-
las férmulas siguientes: S/b o como SM \V/1N/2 siendo los re--
sultados iguales para ambas 0,22 por lo que puede ser consi-
derada de igual potencia la criogenina y la fenilbutazona.

COMPARACION CON MULTIPTES DROGAS.- Es otra de las prue-
bas en lag que emplearon medidas pletismogrdficas en ratas -
jovenes, escogidas al azar y en grupos de 2 machos y dos hem
bras, administrdndose las drogas por via oral en forma de —-
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suspensién en agar al 0.25% y como sustancia flogistica ca--
rragenina al 1% inyectando 0.05 ml.

Los efectos producidos se analizaron aplicando la varia
eién miltiple obtenida en el andlisis de Duncan citado en —-
(15) l1la cual se resume en la Tabla 4

Tabla 4.- Comparacién de la Actividad Anti-Inflamatoria de -
Miltiples Drogas en Ratas, Induciendo el Edema con Carrageni
na.

Dosis Incremento medio
Tratamiento | oral en vol./ml en la Significado
mg/Kg pata del animal, establecido
Control ces 0.45 (0,37 - 0.56) A
Ac. Cindmico| 100 0.44 (0.32 - 0.66) A
Control ves 0.44 (0.39 - 0.54) A
Papaina 400 0.35 (0.29 - 0.40) B
Esparteina 100 0.34 (0.30 - 0.38) B
Criogening, 100 0.27 (0.19 ~ 0,36) B
Indometacina 5 0.22 (0.18 - 0.31) B
Clorpromazina | 100 0,21 (0.05 - 0.33) B

Nuevamente las propiedades anti-inflamatorias de 1a ——-=
criogenina fueron confirmadas, aunque el 4cido cindmico y la
esparteina tienen alguna relacidén estructural quimica a la -
criogenina, sbélo la esparteina resultd tener poca actividad
anti-inflamatoria.

VALORACION CRONICA ANTI-INFLAMATORIA.~ Egta valoraciédn
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la efectuaron en ratas seleccionadas en grupos de ¢inco esco
gidas al azar, dejando equilibrar los animales al medio am--
biente una semana antes de efectuar la prueba. Diariamente -
determinaron a cada arnimal el peso promedio, el grogor de la
pata y el promedio de consumo del alimento y agua.

Los animales fueron dogsificados diariamente durante dos
semanas comenzando el dfa 0 al 13 con el agente prueba, lla-
mado bambién agente anti-inflamatorio como la fenilbutazona,
indometacina, DMSO, cloroquina, hidrocortizona, Los que es—-—
tructuralmente sgon éemejantes a la criogenina como la ecitisi
na, esparteina y 4cido cindmico o agentes relacionados farma
colbgicamente como la clorpromazina, papaverina y atropina.

La administracién de lag drogas la . hicieron por via —--
oral en forma de suspensién al 0.25% en agar en dosis de 10
ml/Kg de peso, o bien, la que indica la literatura o la que
ha sido determinada en los laboratorios como efectiva y no -
téxica para los animales después de una aguda administracién,

E) primer dfa todos los animales fueron inyectados con
una suspensién de Mycobacterium butyricum de los laborato——
rios Difco 0640-33 en petrolato lfquido y preparada segin el
método de Nuss citado en (15) el cual se describe a continua
cibn:

Técnica.- En un homogenizador de mano se mezclaron 20 -
ml de petrolato liquido con 100 mg de los organismos liofili
zados hasta formar una suspensién, ésta se autoclavea a 15 -
libras de presién durante 20 minutos, se enfria y se coloca
en el refrigerador durante la nooﬁe. Antes de inyectar la --
guspensibn se deja equilibrar a temperatura del cuarto y se
suspende por agitacién con la mano.

A cada rata le inyectaron 0.05 ml en la aponeurosis de
la planta en la pata derecha., Como precausiones ge tomaron -
lag medidas siguientes: inyectar directamente mediante inser-
cibn bajo 1la piel evitando escurrimientos que provoquen em—-~
pequeiiecer el local vascular,

La medicacién la descontinuaron desde el dfa 14 hasta -
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el 30, sin embargo, la determinacién del peso del cuerpo, es
pesor de la pata y el promedio de consumo de comida y agua -
se continuaron a tiravéds de la duracidén del experimento. El -
porciento de inhibicidén en el grosor de la pata incrementada
por la inyeccidn lo calcularon de acuerdo a los métodos de =
Newbould citado en (15) los dfas 13 y 30.

Para el anflisis histopatolégico se tomaron tejidos seg
cionados en 10 p incluyendo seccidn sagital de cuerpo femoro
tibial, articulaciones y secciones transversales de 4reas me
tatarsales, miocardio, higado, bazo, pulmdén, rifién y epider—
mig abdominal. Primeramente los tejidos los fijaron en defor
malina 2l 10% luego los colocaron en parafina y finalmente -
log tifleron con hematoxilina y eosina,

Lag secciones 6seas lag decalcificaron por medio de un
procedimiento de termo-agitacién empleando una solucibn al -~
185 de fémmico y Acido clorhfidrico. Terminada la decaléificg
cién las secciones se pusieron en una solucidn saturada de «
carbonato de litio durante 24 horas al cabo de las cusales se
lavaron y se colocaron en form&lina,

Los efectos de la ecriogenina y fenilbutazona sobre la -
progresién de la artritis crénica artificial producida en ra
tas es presentada en las Gréficas 14 y 15.

La protecciédn proporcionada por la criogenina y la fe—-—
nilbutazona cuando las compararon con un control no tratado
fueron muy clarag en fotograffas de muestras gruesas repre--
sentativas tomadas diez dfas después de la administracién de
Mycobacterium butyricum Figura 3.

Se observaron lesiones secundarias en otros tejidos si-
milares a los descritos por Newbould citado en (15) sin em——
bargo, la variabilidad en las lesiones como fracuencia, tama
fio y lugar no permitieron que se usaran como patrén,

De los tres animales que fueron seleccionados para la -
valoracién histopatoldgica 2 no presentaron lesiones en las
articulaciones femorotibial, sin embargo, las tres ai revela
ron cambios en el drea metatarsal.
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Pig. 3.- TIpicas muestras gruesas de esqueleto
de ratas inyectadas en las patas. Tra
tada con criogenina {izquierda), con-
troles no tratados (centro) y con fe-
nilbutazona (derecha),

En la mayor parte de los animales ge presentaron legio-
nes que afectaron severamente el control del animal, siendo
gimilares a las descritas por Glenn y Grey citado en (15) co
mo gramuloma supurativo y fibrosis en zonas de primaria y se
cundaria osificacién cercanas a la articulacién femorotibial,
destrucecibn del cartf{lago articular, un ocasional hallagzgo,-
aparece secundario a la respuesta progresiva subcondral gra-
nulomatosa.,

Dentro de las articulaciones encontraron la membrana si
novial hinchada, edematosa, hiperpléstica:e‘invadida por lin
focitos, células mayores y célulag mononucleares Figura 4.

También observaron un nrogresivo resultado en fibrosgis
de la membrana sinovial, con una ocasional proliferacidén que
rellena completamente entre la cavidad articular y la super-
ficie articular.

En secciones transversales de dreas metatarsales encon-
traron miltiples granulomas subdermoles y focos de células -
mononucleares,
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Fig. 4.~ Seccidn sagital de articulacidn femoroti-
bial derecha de un animal controlado, con
reaccibn granulomatosa y destrucecidbn del
cartf{lago tibial.

Una notable proliferacién de nuevo hueso periostial lo
encontraron alrededor de todos los huesos metatarsales, Ob--
gervaron también nuevo hueso altamente celular de tejido as-—
pero fdcilmente diferenciado del hueso laminar cortical madu
ro, el cual es separado por una diferente lInea de cemento -
basofilico. Figura 5.

Una, respuesta inflamatoria disminufda observaron en sec
ciones femorotibial de ratas tratadas con criogenina Figura
6.

Obgservaron una reaccién gramilomatosa supurativa en una
prueba de la metdfisis tibial y con la excepcién de edema en
la membrans sinovial, no hubo cambios patolégicos dentro de
1la cavidad de la articulacién,

En secciones metatarsales de animales tratados con crio
genina, revelaron leziones tan dolorosas como las que se vie
ron en el control de ratas Figura 7.
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Fig. 5.- Seceidén transversal de metatarso derecho
de un animal controlado, con extenso hue
80 nmuevo de proliferacién periostal.

Fig. 6.~ Articulacién femorotibial derecha de una
rata tratada con criogenina, con ausen--
cia de la destruccibén del cartilago arti
cular e inflamacidén de la membrana sino-
vial,



- 75 -

Fig. T7.- Seccién transversal de metatarso derecho
de ratas tratadas con criogenina, con —
miltiples granulomas y destruccibn grave
de tejido 8seo, con proliferacibn de nue
vo hueso periostal.

Cuando efectuaron las pruebas sobre una rata y recibien
do en forma oral 100 mg/Kg de criogenina, aplicada diariamen
te comenzando el dfa O al 13 pero sin aplicar la inyeccién -
de Mycobacterium butyricum, al examinar los tejidos blandos
no encontraron lesiones en el miocardio, higado, pulmén, ri-
fibn, bazo y piel abdominal,

Es probable que se pueda detectar la posibilidad de un
aparente actividad anti-inflamatoria porque junto con la po-
liartritis inducida, inmediatamente notaron una manifestacién
téxica crénica.

En la tabla 5 ademds de resumir los resultados de otros
compuestos que fueron escogidos como de referencia para el -
andlisis, expone en cantidad decreciente el porcentaje res—-
tante en el dltimo dfa de la prueba notdndose claramente con
cloroquina, atropina y clorpromazina; cambio total en el pe-
so del cuerpo con cloroguina, hidrocortizona; reduccibn del
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TABLA 5.~ VALORACION ANTI~INFLAMATORIA INDUCIUNDO POLIARTRITIS CRONICA BN RATAS.

Tratamicento
Criogenina
Fenilbut-zona
Indometacin~
Dimetilsulfoxide
Cloroguina
Hidrocortisona
Aspirina
Bgparteina
Citisina

Acido €indmico
Papaverina
Atropina
Olprpromazina

Controles

DOSIS

oral

diaria Cantidad Resto
Dia 13 Dia 30

ng/Kg

100
100

0.5

100
100
100
100

25
100
100
100

25

c

5/5
5/5
5/5
5/5
" 4/5
5/5
5/5
5/5
5/5
5/5
5/5
- 4/5
475

30/3p

5/5
5/5
5/5
55
3/5
55
515

4/ 5.

5/5
5/5

5/5

4/5'

4/5

28/30

Inhibicidn del

grosor

Dfa 13 Dfa 30

15

{10)®

41
30
28
35
43
29
4

1

10

4
0

(&)°

Peso medid
dsl ouerpo
en gramos
Dia O.

166

201

190

236

246

249

216 .

Alterncibn media
en 21 peso del
cuerpo en [ ramncs
Dfa 13 Dfa 30

+26 +71
+32 +65
+32 +14
+22 +50
-T0 -6
-20 +18
+15 +46
+24 +56
+13 +70
+35 +83
+37 +91
+35 +85
+26 +71
+27 +81

Conzumo meldio;

Alimento, (re;agna,nl

Dfa ©
14/24
18/33
15/23
18,27
1,26
18,27
20,21
23/35
22,21
20/32
4
s

19/29

Dfa 13
17/21
20,23
20/24
0,23

512
16,23
15,24
17/26
20/27
20/29

ree

16/22

Dio 30
16/30
17,32
18,35
21,24
36/20
18/29

e

16,26
17/38
16/39

17/28
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congumo de comida y agua con cloroquinaj un cambio notable
en general en la apariencia y reactividad con la cloroquins,
atropina, clorpromagina., La esparteina y el dcido cindmico
no mostraron ninguna actividad semejante a la criogenina, -
pero en cambio es posible gue la citisina tenga algin poten
cial, aunque esta actividad parece ser de corta vida y co--
rrelacionada con una dismimicibn del peso del cuerpo.

En esta voloracién la criogenina, fenilbutazona e indo
metacina, resultaron ser convenientes agentes anti-inflama-
torios considerdndose mids potente la indometacina que los -
otros dos.

VATLORACION ANTI-PIRETICA EMPLEANDO PEPTONA PARA INDU--
CIR LA FITBRE.- En esta valoracidén se emplearon ratones los
cuales fueron aclimatados durante la noche en un cuarto con
trolando la {emperatura a 230. Durante el experimento les -
quitaron la comida a los animales, sin embargo, la adminis=
tracibn del agua es libremente accesible,

La temperatura rectal de los animales la registraron -
empleando un termémetro tipo termistor, la parte flexible -
la insertaron a una profundidad de 5 cm y la manbtuvieron --
agf{ durante no menos de 35 segundos antes de tomar la tempe
ratura.

Primeramente les provocaron fiebre a las ratas median-
te la aplicacién subcutdnea en la regién dorsal del cuello
del animal con 0.6 ml de una solucién acuosa al 5% de pepto
na triptica digestiva de caseina (N-Z amino +tipo T triptica
digestiva, Sheffield Chemical Co. 02-537) la cual fue clari
ficada por filtracidén e incubada a 37.5° aurante 12 horas.
Cuatro horas después de aplicar la inyeccién pirogénica se
registraron otra vez las temperaturas.

Cualguier animal que halla mostrado una elevacién de -
temperatura inferior a 1° no lo consideraron adecuado para
la prueba como febril y fue descartado de ella.

Para cada uno de los tratamientos en grupo asignaron 5
ratas escogidas al azar, las drogas criogenina y agpirina -
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las administraron oralmente y tomaron la temperatura rectal
después de 1 a 2 horas de haber administrado la droga.

La Grdfica 16 representa los resultados de la valora—
cién antipirética. Cuatro horas justamente antes de la admi
nistracién de la droga no habfa diferencia gignificativa, -
entre la respectiva media y variacién de los tres grupos ex
perimentales reunidos al azar (P =) 0.050). Después de 5 ho
ras no habfa diferencia significativa. entre los controles y
las ratas tratadas con ceriogenina (P = 0.25 - 0,50). Mien—
tras que si habfa una diferencia significativa entre los —~-
controles y el tratamiento con aspirina (P =<0,001) y tra-
tamiento con criogenina y grupos tratados con aspirina ————
(P =<0.,001). Subsecuentemente a las 6 horas hubo una dife-
rencia muy significativa presente adn entre los controles -
no tratados y el tratamiento con aspirina (P = {0.001) y en
el tratamiento con criogenina y aspirina (P =¢0.001). Ade-
mZs hubo una diferencia muy significativa entre los contro-
les y los animales medicamentados con ceriogenina (P = 0.01-
0.025).

La agpirina fue nds efectiva en una dosis oral de 300
mg/Kg siendo totalmente abolida la respuesta febril con re
duccibn de 69 - 91% de una a dos horas después de la admi--
nistracién de la dosis.

Ta criogenina base a una dogis oral de 100 mg/Kg fue -
mucho menos efectiva pués solamente una reduccidn de 41% de
la fiebre inducida por la peptona fue obgervada dos horas -
después de la administracién.

VALORACION ANALGESICA.- La valoracién se basa en medir
el latigazo producido por la cola de la rata y que es una -
respuegta del estimulo estandard termal, Para el experimen-
to emplearon ratones sanos de cola no queratinizada.

Un conductor dolorimétrico modificado metro cientific,
Inc., ME-5410 fue utilizado para medir el latigazo. Para ob-
tener resultados més exactos adaptaron al instrumento una -
fotocelda y un marcador de tiempo eléctrico tanto para re—-
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GRAFICA 16.- EFECTOS OE LA CRIDGENINA Y ASPIRINA, ADMINISTRADAS POR VIA ORAL SOBRE LA FIEBRE
INDUCIDA POR LA PEPTONA EN LA RATA. CLAVE: [T}, 100mg/Kg o:cmosmmA;O,

300 mg/Kg DE Asprina; @D . CONTROLES No TRATADOS.
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gistrar el tiempo como para medir el estimulo termal.

El aparato actia en la forma siguiente las colas de ——
- las ratas se colocan sobre la entrada a la fotocelda, un —-
circuito se cierra activando a ambos al calentador y al mar
cador eléctrico. Posteriormente el alejamiento de 1a cola -
hace que se habra el circuito y se pare el marcador del —-—-
tiempo.

Los tiempos de reaccién para cada animal fueron deter—
minados antes de la administracién de la droga y después de
15, 30, 45 y 120 minutos de haber aplicado la inyecciédn.

La criogenina la administraron oralmente continuando -
1la forma de administracibn establecida al principio del ex—
perimento. 3in embargo, todos los agentes y el grupo con-——
trol los inyectaron intraperitonialmente como es usual en -~
andlisis de analgésicos.

El porciento de analgesia 1o calcularon considerando -
una reaccién de 20 segundos menos el control de la reacciédn
de tiempo en segundos como el equivalente a 100 de analge-
gia,

As{ tenemos que:

% de analgesia = 100 (Rx - Ro) / (20 - Ro)

en donde: Ro = tiempo de reaccién en el pretratamiento
en segundos. ’

R, = tiempo de reaccién en el post-tratamien
to en segundos a el tiempo especificado,

Cuando se expone el estimulo termal por més tiempo de -
20 segundos eg considerado generalmente como poco aconseja--
ble, puds provoca un dafio irreversible al receptor sensorial.

La Tabla 6 representa un resumen de la valoracién anal-
gésica la cual se considera generalmente ser mids empleada en
la deteccidn de narcéticos y analgésicos.
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Tabla 6.- Interceptacién Analgésica de Criogenina y

Agentes de Referencia

Dosis ————— % medio de analgesia — M

Tratamiento mg/Kg +15 +30 +45 +60 +120 min
Control o -2 -2 -6 -4 +2
Criogenina 100 -10 (0) +17 (+) +1 (¥) +3 (+) -2 (})

Fenilbutazona 100 +1 (¥) -2 () -2 (#) =2 (*) -1 (})
Morfina 10 +68 (+) +86 (+) +88 (+) +80 (+) +87 (+)

La criogenina aparentemente tiene una actividad analgé-
gica en esta valoracién, sin embargo, esto puede ser debido
a la capacidad de bloquear las respuestas condicionadas, mds
bien que poseer cierta capacidad analgésica.

ANALISIS SIMULTANEO ANALGESICO Y ANTI-TNFLAMATORIO.-
Una modificacién de la técnica inicialmente desarrollada por
TLaballe y Tislow citado en (15) fue la gue emplearon en este
experimento. Utilizaron ratas para las pruebas las cuales du
rante la administracién del nitrato de plata no pueden tomar
alimento y durante la administracién de la droga no pueden -
tomar agua.

A cada animal le inyectaron 0.2 ml de solucién gcuosa -
al 1% recientemente preparada de nitrato de plata en la pata
derecha, entre el tendén de Aguiles, tobillo y hueso del ten-
dén por via superficial en la planta de la pata.

Egste procedimiento sélo permite que una insignificante
cantidad de nitrato de plata penetre en la pata en 4reas sub
secuentemente limitadas por el edema, sugeriendo que un ali-

vio local en un método humoral es la respuesta de la inflama
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¢ién la accién mediadora enddgena.

Los animales reaccionan diez y ocho horas despuéds de —-
haber aplicado la inyeccién de nitrato de plata con dolor —-
producido en la pata inyectada el cual es valorado, esto re-
guiere la repentina flexién manual de la articulacién del to
billo con registro de la vocalizacién y resistencia emplean-
do una arbitraria escala de O a +3

0 = No lanzan alaridos y no ofrecen resistencia,

+1 = Preceptibles alaridos, pero no ofrecen resistencia.
+2 = Definidos alaridos y un poco de resistencia,

+3 = Puertes alaridos y violenta resistencia.

los animales son contados por respuesta de dolor duran-
te 5 horas a intervalos de cada hora y al final de este tiem
po se determina el espesor de la pata,

En la prueba puede fallar uno u otro animal debido a —-
que producen una respuesta de dolor de +2 § 3 y no muestran
un edema marcado (técnica Caliper) siendo eliminado de la ——
prueba.

Los resultados de este andlisis nos indican que tanto -
la criogenina como la fenilbutazona demostraron tener activi
dad analgésica Grdfica 17, pero en ambos fue significativa—
mente menor el grado y duracién que la respuesta producida -
por la indometacina. Otro de los resulbtados obtenidos fue ——
gue ninguno de los agentes causan el grado de analgesia como
el producido por la morfina.

En el tratamiento con criogenina, fenilbutazona e indo~
metacina, durante 5 horas y empleando 4 ratas por cada trata
miento causaron reducciones en el desarrollo del edema produ
cido en la pata, 10, 11 y 8% respectivamente, mientras que -
los animales tratados y controlados con morfina demogtraron
ligero aumento en la respuesta edematosa 0.4 y 2% respectiva
mente.

En esta técnica se viéd claramente que la morfina actia
1o mismo que como narcético o como analgésico y que puede —=—
ser distinguida fAcilmente de los compuestos anti-inflamato-
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GRAFICA 17.- VALORACION ANALGESICA DE LA CRIOGENINA Y OTROS AGENTES DE REFERENCIA,
ADMINISTRADOS POR VIA ORAL FRENTE AL DOLOR INDUCIDO CON NITRATO DE PLATA
cLave 1 [] ,100 mg/Kg. DE cRioceniNa ,-R , 100mg/Ky OE INDOMETACINA‘,‘

100mg/Kg. DE FENILBUTAZONA ; < 25 mg/Ka DE MORFINA;O CONTROLES NO TRATADOS
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rios no esteroidales porque tienen un componente analgésico

VALORACION ANTIFPLOGISTICA USANDO UNA HISTAIINA WUE srewe-—
APTICADA EN FORMA INTRADERMAL PRODUCE NMANCHAS.-~ Emplearon pa
ra esta valoracién conejos de ambos sexos sin anestesiar y -
gque obtuvieron de abastecimientos locales.

Colocaron los animales en tablas en poéicién supina, —-
les ataron perfectamente para evitar que se muevan y les qui
taron el pelo abdominal 2 horas antes del experimento usando
una miquina eléetrica. Una vez que terminaron de afeitdrlos,
marcaron el abdomen de cada animal con 8 a 10 regiones circu
lares de aproximadamente 30 mm de didmetro usando una pluma
suave para marcar al tacto.

Las drogas por analizar las inyectdaron por via intrape-
ritonial 30 minutos antes de aplicar en el centro de cada re
gibén marcada 0.3 ml de la inyeccién intradermal de difosfato
de histamina al 0.02 mg/ml (como base). Veinticinco minutos
despuds administraron por via intravenosa azul de trypan a -
dosis de 1 ml1/Kg de una solucién acuosa al 1%, El color de -
la histamina induce las manchas azules las cuales se miden a
+'30, 60 y 180 minutos usando posteriormente el cuenta esca-
1la de Hoppe y colaboradores citado en (15).

En pruebas que efectuaron premedicando el clorhidrato -
de difenhidramina administrada por via intraperitonial 20 —-
mg/Kg observaron que parcialmente bloquea la respuesta infla
matoria y obtuvieron resultados medios de 0, 0.8, 2.0 que no
taron a +30, 60 y 180 minutos despuds de haber aplicado la -
histamina.

Con la ecriogenina que también aplicaron por via intrape
ritonial a dosis de 10 mg/Kg observaron que blogqued completa
mente la accibn de la histamina y obtuvieron resultados me--
dios de 0, 0, 0.2 que notaron a +30, 60 y 180 minutos respec
tivamente.

Los resultados de la valoracién indiéaron‘que la crioge
nina ejerce una accidn sedativa sobre el conejo.
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VALORACION ANTI-INFLAMATORIA DE LA CRIOGENINA, INDUCIEN
DO EL EDEMA CON SEROTONINA, BRADIKININA E HISTAMINA.- En es-
ta valoracién se emplearon grupos de S5 ratas a las que prime
ramente les administraron la criogenina por via oral en for-
ma de suspensidn y una hora después aplicaron en la aponeuro
gis de la planta cualquiera de los agentes floglsticos ya ——
sea la serotonina o sulfato de ereatinina 0.01 mg como base,
bradikinina sintética 0.05 mg o difosfato de histamina 0.15
mg como base, contenidas cada una de ellas en un voltmen de
inyececién de 0.05 ml y por Wltimo midieron la inflamacidén —-
producida por ellos a intervalos de 30 minutos durante 180 -
minutos.

La progresién de la respuesta edematosa en el control,
asf! como los efectos de la premedicacién oral de criogenina
sobre los agentes flogf{sticos se muestra claramente en la -
Gréfica 18.

En los edemas producidos por todos los agentes flogisti
cos se produjo la méxima respuesta aproximadamente dentro de
los 30 minutos después de haber aplicado la inyeccibn, ade-=—
nés, se vib claramente que la inflamacién producida por la —-
histamina es mucho menor a la producida por la serotonina y
bradikinina sintética,

En los resultados de esta viloracidén se encontrd que en
el pretratamiento proporcionado por la criogenina estadisti-
camente significa que hubo proteccibn P < 0.05 contra el ede
ma producido por la aplicacién de la serotonina. No signifi-
ca proteccién P > 0,05 y fue visto contra el edema producido
por la aplicacién de la bradikinina o histamina,

ESTUDIOS ANTAGONICOS SOBRE EL ILEOIT ATSLADO DEL PURRCO
DE GUINFA.- Puercos de Guinea que obtuvieron de abagtecimien
tos locales se emplearon en este estudio. Los animales deben
ser hembras virgenes sin ayunar, las cuales son sacrificadas
por dislocacidn craneo-vertebral, inmediatamente les extirpa
ron el fleon y lo segmentaron en secciones de 2 a 3 cm.

Un segmento lo colocaron en un calibrador con bafio de -
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GRAFICA |8.- EFECTOS DE LA PREMEDICACION ORAL DE CRIOBENINA,SOBRE EL EDEMA |NDUCIDO CON SEROTONINA
{SUPERIOR), BRADIKININA {CENTRO) e HISTAMINA (INFERIOR ) CLAVE I. ,100mg/Kg DE CRIOGENINA;

O CONTROLES NO MEDICAMENTADOS, CINCO RATAS POR CADA GRUPO DE ANALISIS.
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50 ml de capacidad, llendndose éste con solucibn reciente —-
tyrode a 37.5° y oxigendndose constantemente con una mezcla
de gases compuesta de 95% de O, y 5% de CO,, Para evitar una
mala interpretacién producida por la contaminacidn de los an
tagbnicos emplearon segmentos recientes de {leon para estu——
diar los efectos de la criogenina con respécto a cada antagb
nico.

En seguida fueron incubadas varias concentraciones de -
acetato de criogenina, 1x10~2 0 1x10~7 M con el fleon por 5
ninutos y por Wltimo se inducen contracciones subméximas re-
producibles en el fleon por la adicién al bafio de concentra-
ciones de 1):10"6 M de cualquiera de los siguientes antagéni-
cos: gerotonina, sulfato de creatinina,- difosfato de histami
na o bradikinina sintética y finalmente determinaron 1log —w—-
efectos de la criogenina sobre las contracciones mencionadas.

Los resultados de este estudio indicaron que la crioge~-
nina & una concentracidbn de:l:;:.‘].O_7 1 en-el baflio casi bloquea
ron totalmente las contracciones inducidas por los antagéni-
cos de referencia: serotonina, histamina y bradikinina. En -
el cago de bradikinina y serotonina la inhibicién no pudo —
ger reversible por incremento en la concentracién del antagé
nico; sin embargo, una parcial reversidn fue posible al tra-
tar con la histamina.

VALORACION FIBRINOLITICA.- Emplearon el método de Kau—-
1la citado en (15) el cual recomienda la formacién del codgu
lo a partir de 5 ml de plasma humano por la adicién de 0.25
ml de cloruro de calcio al 5%.

Los codgulos preformados los suspendieron en diferentes
concentraciones molares de las drogas que se van a estudiar
v despuds los incubaron a 37° durante 24 horas.

Las drogas que se emplearon en este estudio asf como un
resumen de los resultados se expresan en la Tabla 7.



Tabla 7.- Defensa Fibrinolftica de la Criogenina y

Agentes de Referencisa

% de lisis del codgulo a conc. M

0.04% 0.03 0.02- 0.01 0.008 0.005

Fenilbutazona 10 100 >95 0] 0 0
Indometacina 10 90 ...° 0 o - 0
Criogenina ...b LG8 LLLe LG .2WC 0
Sulfato de esparteina ...° ...% .. ¢ .4 4 4
Difosfato de cloroquina O 0 o - 0 0 0

9%a preparacién de las drogas se hizo pesando suficientes
cantidades de éstas para obtener una-solucibén 0.05 M y luego
diluyendo la cantidad necesaria a 10 ml para tener las molari
dades expresadas en la tabla, Para facilitar la solubilidad o
ajustar el pH final a 7.4 se emplearon NaOH § HCI.

Debido a que la criogenina, fenilbutazona e indometacina
no fueron totalmente solubles a pH 7.4 se emplearon mejor so-
luciones saturadas a 37.50 y se filtraron hasta quedar comple
tamente claras en filtros de vidrio.

bConcentraciones que no fueron analizadas.

®lisis no detectables; notando.algo de nebulosidad en el
liquido de perfusibn.

dLisis no detectables; notando algo de formacién de sedi-
mento,

Ta valoracién de la actividad fibrinolf{tica fue hecha al
final de la incubacibn y expresada como 7 de lisis del codgu~
lo, ain cuando tumbién se 1legd a observar 2lguna nebulosidad
en 1la solucién, contraccién del codgulo o formacién de sedi—
mento,
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Los resultados de esta valoracidén indicaron que las di-
ferentes concentraciones de criogenina, esparteina y cloro--
quina no producen visibles lisis de los codgulos preformados.
En la incubacién de las soluciones con criogenina fue obser—
vado un poco de nebulosidad y con soluciones de esparteina -
un sedimento blanco fue aparente,

Estos fenbémenos pueden ser posibles considerando la po-
sible interaccidén entre la solubilidad de la droga y la sus-
tancia macromolecular intercelular del codgulo.

También encontraron que la fenilbutazona e indometacina
producen variables grados de lisis del codgulo.



X.- PROPIEDADES TERAPEUTICAS

Ia Heimia salicifolia posee una interesante y variada -
actividad farmacolfgica tfpica de las plantas alucinégenas,
con efectos auditivos y no visuales,

Los indfgenas le atribuyen propiedades sagradas o sobre
naturales y afirman que les ayuda a recordar hechos ocurri--
dos muchos afiog antes como si hubieran sucedido el dfa ante~
rior, a %al grado que les es posible recordar hasta cosas --
acaecidas antes del nacimiento, al ingerir el cocimiento de
de dicha planta (3).

Se emplea en infusidén utilizando Unicamente las hojas,
como ligero estomdquico para facilitar la digestién (21), co
mo estimulante del apetito, contra la disenterfa, para comba
tir la enterocolitis de cardcter benigno y al exterior eontra
las ¥Wlceras (18). Ejerce una accién especial sobre el dtero
¥ se administra con éxito en lag afecciones aténicas de esta
viscera y sus anexos (26).

En cocimiento y agregéndole una pequefia cantidad de co-
pal, es muy eficaz para combatir la bronguitis y todas las -
afecciones del pecho. .

Alas citado en (18) nos indica que el extracto alcohbli
co es muy empleado como hemostdtico. Standley citado en (18)
dice que en medicina es muy empleadé como emético, antisifi--
1ftico febrifugo, hemostditico, diurético, laxante, vulnera—-
rio, tbnico, astringente y recomienda el uso de la infusién
en el tratamiento para la curacién de dlceras y pruritis caun
gada por rhus dermatitis, siendo muy efectiva (7). Palmer ci
tado en (22) informa que en Tamaulipas el cocimiento de la -
planta es empleado para lavados contra los efectos de la pi-
z6n que produce la planta llamada mala mujer (Toxicodendron
radicans). Dragendorff citado en (5) dice que las hojas y ta
1108 son empleados como diurético, diaforético, purgante y -
antisifilitico,

Las recién paridas la emplean al interior tomando el ——
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jugo, este lo obtienen machacando la planta con agua, luego
la exprimen y el jugo resultante lo calientan y lo ingieren
previamente endulzado; al exterior la usan poniéndola tan--
bién machacada en el bafio que acostumbran tomar después del
parto, con el objeto de reducir la cintura y para curar la
inflamacidn de la matriz. (67.

Uno de los més interesantes efectos atribufdos a esta
planta, es el que produce el jugo fermentado, Jando un lige
ro efecto pgicosomimético. La bebida se prepara humedecien~
do las hojas secas con agua, estas se maceran por un dfa, -
se exprimen y el jugo obtenido se deja fermentar por exposi
cibn al sol y es frecuentemente fortificado con bebidas al-
cohélicas. (25).

La bebida resultante tiene propiedades ligeramente in-
toxicantes, sin efectos secundarios desagradables; provoca
una ligera sensacién de aturdimiento seguido de una euforia
sofiolienta caracterizada por un escurrimiento y una gran —-
contraceién del espacio circundante, modificacidén de la sen
sacién de tiempo y lugar, eficiencia en la memoria y un es-
tado de irrealidad. Produce una embriaguez, durante la cual
los objetogs se ven amarillos y los sonidos llegan a 108 ~=-
ofdos como si se produjeran a gran distancia.(16,18).



XI.- CONCLUSIONES

1.- En los anilisis quimicos preliminares se encontré,
que la planta contiene: prihcipios amargos, clorofila, mate-
ria grasa, resina soluble en éter, resina soluble en alcohol,
tanino, materia colorante amarillo rojiza, materia extracti-
va, goma, almidén, glucosa y hwellas de aceite esencial; ade
mds potasa, sosa, cal, magnesia, fierro y dcidos carbénico,
gulfirico, clorhidrico, fosférico y ailicico.

2.- La planta contiene diez alcaloides: litrina, crioge
nina, sinicuichina, heimina, sinina, nesodina, lifolina, hei
midina, abresolina, anelisina,

3.- Se definié que los principales alcaloides, son com-
puestos mononitrogenados, que exhiben una funcidén carbonilo
en el infrarrojo a 5.8 - 5.9 p y que contienen de cinco a —-
seis oxigenos.

4.~ Se pueden identificar los alcaloides, lo mismo gque
sus derivados por medio de: su punto de fusidn, rotacibén ——-
éptica, absorcibén en el ultravioleta, absorcidén en el infra-
rrojo, cromatografia en capa fina, cromatografia bidimencio-
nal y poder de difraccién de rayos X.

5.- En los sistemas farmacolbgicos empleados para el es
tudio de log alcaloides, se encontrd que el principal alca--
loide constituyente de la planta, la criogenina, imita cualil
tativa y cuantitativamente la accidén de los extractos tota-—-
les de los alcaloides de la Heimia salicifolia., Esta es muy
interesante debido a gue tiene la propiedad de inducir una -
ligera depresidn en el sistema nervioso central, en animales
8in anestesiar,

6.~ En los métodos de valoracién anti-inflamatoria, la
criogenina demostrd tener la propiedad de ser un anti-infla-
matorio efectivo y poseer actividad, en bajo orden, como -—
antipirético y analgésico.

7.~ Se comprobd que la criogenina bloquea la serotonina,
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bradikinina e histamina,
8.- Se demostré también, que la criogenina no es efecti
va como agente fibrinolfitico,
9.~ Se encontrf que la planta posee una interesante y -
my variada actividad fammacolégica, tipica de los alucinége
nos, con efectos auditivos y no:viguales,
10.- Existe suficiente informacién para afirmar que pre-
genta propiedades alucindgenas sobre el ser humano.
1l.- La legislacién mexicana considera a esta planta co-
mo estupefaciente.
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