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ABSTRACT. Pharmacological evaluation of apodine, a new indolic al-
kaloid estracted from leaves of Tabernaemontana armeniaca Areces
Sp. nov., was done. It was utilized a scheme of primary screening
constituted of in vivo and in vitro techniques. Apodine produced the
following effects: reduction of mobility and capacity of reaction in
mice, weak relaxation of the isolated rat trachea contracted by a
depolarized solution, weak antagonism to acetylcholine, bradikinine,
histamine, nicotine and serotonine in isolated guinea pig ileum, depres-
sion of the frequency and amplitud of contractions of isolated guinea
pig auricles, and a moderate arterial hypotension in cats. Some aspects
related to the utilization of different techniques into a pharmacological
screening are discussed.

RESUMEN. Se evaludé la accién farmacolégica de la apodina, alca-
loide inddlico obtenido de las hojas de la Tabernaemontana arme-
niaca Areces Sp. nov., mediante un esquema de “screening” primario
compuesto de técnicas en animales in vivo y en preparaciones aisladas.
Se encontré que la apodina disminuyé la movilidad y capacidad de
reaccién de los ratones, relajé débilmente la musculatura lisa de tra-
quea aislada de rata contraida por una solucién despolarizante, an-
tagonizé débilmente las respuestas a la acetilcolina, la bradiquinina,
la histamina, la nicotina y la serotonina en el ileon aislado de co-
bayo, deprimié la frecuencia y la amplitud de las contracciones de
las auriculas aisladas de cobayo y produjo moderada hipotensién
arterial en gatos. Se discute algunos aspectos relacionados con el
empleo de las técnicas de un “screening” farmacolégico.
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INTRODUCCION

La basqueda de nuevas substancias que ofrezcan interés desde el punto
de vista farmacolégico plantea la necesidad de disponer de técnicas ca-
paces de evidenciar dicha posible actividad.

Cuando al comenzar el estudio de una substancia se desconoce cudl es
el tipo de accién que pudiera ejercer se enfrenta un problema que puede
ser abordado por el llamado “screening ciego”. Este consiste en un con-
junto de pruebas que yendo de observaciones generales a las méas parti-
culares permite acumular cierta informacién relativa a la substancia
en estudio, y que constituye la base sobre la cual se debe tomar una
decisién respecto a si la misma merece continuarse investigando, y en
ese caso, orientar hacia qué tipo de efecto se debe dirigir la investiga-
cién ulterior. Su objetivo se limita asi a cubrir una etapa inicial en el
estudio de una posible futura droga.

Las técnicas que constituyen el “screening” deben ser sencillas, rapidas
y econdmicas debido al caracter masivo que generalmente tiene este tipo
de estudio, a la vez que razonablemente eficientes y seguras, de modo
que sea minimo el error que se pueda cometer al decidir el destino de
una substancia.

En este trabajo se reportan los resultados del estudio de la apodina
(Iglesia y Diatta, 1975) mediante un “screening” farmacolégico llevado a
cabo en nuestro laboratorio. La apodina fue suministrada por el Labora-
torio de Fitoquimica del Cenic en forma de base. Se trata de un alcaloide
indélico extraido de las hojas de la Tabernaemontana armeniaca Are-
ces sp. nov. el cual no habia sido reportado en la literatura.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las siguientes técnicas:

Test de observacion neurofarmacoldgica (Turner, 1965).

Descrito por Irwin (1964), este test permite detectar alteraciones en el
comportamiento general del animal y su forma de reaccién. Se tomaron
6 grupos de 3 ratones cada uno (machos, 19 a 21 g de peso) a los cuales
se administré el producto en estudio por via intraperitoneal a las dosis
de 10, 30, 100, 300 y 1000 mg/Kg, utilizando aceite vegetal como vehiculo
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y en un volumen no mayor de 2 ml. Al grupo control se le administré
el vehiculo en el volumen méaximo empleado. Inmediatamente después
de inyectado cada animal fue sometido a una observacién cuidadosa me-
diante 40 indicadores previamente establecidos en una secuencia deter-
minada, la cual se repitié a los 30, 60 y 90 minutos.

Se ha sefialado que esta técnica permite evidenciar multiples y disimiles
acciones farmacolégicas (Brejman y Dobriakov, 1971; Turner, 1965 y
Vane, 1965). Ensayos preliminares en nuestro laboratorio demostraron
que efectivamente era capaz de detectar acciones farmacolédgicas diversas.

Una vez terminado el test, a los ratones muertos en un periodo de 12 horas
se les hizo necropsia para determinar alteraciones en visceras a simple
vista y mediante microscopia estercoscoépica.

Determinacion de dosis letal media (DL 50).

Se utilizaron 76 ratones en total (machos, 19 a 21 g, via intraperitoneal)
segtn la técnica de Litchfield y Wilcoxon, (1949). El periodo de observa-
cién se extendié hasta 24 horas después de administrado el producto.

Preparaciones aisladas.

Se utilizaron las siguientes:

Ileon aislado de cobayo; conducto deferente de rata y recto abdominal
de rana. '

Estas tres se desarrollaron segin la descripciéon de Turner (1965).

Se realizé registro quimografico con palanca isoténica de inscripcion
frontal. '

Traquea aislada de rata, segin la técnica de diseccién helicoidal de
Constantine, (1965) y auriculas aisladas de cobayo, segun la descripcién
de Perry y cols., (1970).

En estas dos ultimas se registré la contraccion isométrica mediante
transductores fuerza-desplazamiento acoplados a registradores potencio-
métricos.

En las experiencias con preparaciones aisladas la apodina se utilizé en
disolucién de acido citrico. La concentracién final de éacido citrico en
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el bafio fue de 0.01% mantenida uniformemente en el transcurso de las
experiencias.

Registro de presion arterial de gato.

Se procedié segin la descripcién de Turner, (1965). La Fig. 6 muestra
un experimento tipico. En estas experiencias se utilizé clorhidrato de
apodina.

Accidn insecticida.

La similitud estructural de la apodina con algunas substancias reporta-
das como insecticidas (Iglesias, comunicacién personal) indujo a que
se evaluara esta posible actividad. Se utiliz6 la técnica descrita por
Nemec y cols., (1973). Las moscas Drosophila melanogaster fueron gen-
tilmente suministradas por el Departamento de Genética de la Escuela
de Biologia de la Universidad de La Habana.

Evaluacion de actividad antitumoral e inmunodepresora.

Se estudié la posible accidén citostatica de la apodina frente a tres tipos
de tumores experimentales del Servicio de Transplantes de Tumores del
I.N.O.R.: el sarcoma 180 (S-180), en ratones albinos machos (18-20 g de
peso); el sarcoma 37 (S-37), en ratones albinos machos (20-23 g), y el
adenocarcinoma mamario 755 (A-755), en ratones C57B1 (18-20 g)..

Se utilizaron grupos de 8 animales (grupos de control y de tratamiento)
a los cuales se administré el producto por via intraperitoneal segin el
esquema de tratamiento que se muestra en la Tabla IV, para una dosis
total por animal de alrededor de 400 mg/kg distribuidos en 4 6 6 dias
(DL 0 = 100 mg/kg).

La apodina se utilizé en solucién etandlica al 5% (v/v), en concentracién
final de 1.34 mg/ml. Las concentraciones y dosis se refieren a base libre
del alcaloide. A los animales controles se les inyecté sélo el solvente.

Al terminar los tratamientos todos los animales fueron sacrificados me-
diante un anestésico y se procedio a la exéresis de los tumores, los cuales
se pesaron en balanza analitica para obtener el pesc promedio de los
tumores tratados (T) y los de control (C), expresandose el resultado en el
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indice % (T/C) para cada tratamiento. A partir de este indice se calculé
el % de inhibicién del crecimiento de los tumores (% I) haciendo 100-%
(T/C). También se determiné la sobrevivencia en cada grupo mediante
la rclacién de animales sobrevivientes en el grupo al terminar el trata-
miento partido el total de animales tratados en el grupo, y multiplicado
por 100.

Los ensayos de crecimiento de tumores in vivo se complementaron con
estudios in vitro sobre la capacidad inmunodepresora del principio ac-
tivo, por ser ésta una propiedad caracteristica de los agentes quimiote-
rapicos del cancer. Se utilizaron células linfoides de ratones inmunizados
con eritrocitos de carnero y tratados con el alcaloide, segin la técnica
descrita por Fedyuk y Estévez, (1974).

RESULTADOS
Test de Irwin.

Las mayores alteraciones sin que se produjera la muerte de ningtan ani-
mal se observaron a la dosis de 100 mg/kg, apreciandose ya facilmente
las mismas a la hora de haber sido inyectado el alcaloide. Estas consis-
tieron en dismiunucién de los movimientos activos, reduccién del tono
muscular, disminucién de la agresividad, disminucién de la reactividad
frente a estimulos dolorosos externos, disminucion de frecuencia respi-
ratoria, incoordinacién motora. En el analisis global el patrén de res-
puesta parece corresponder con un cuadro de depresion general del sis-
tema nervioso central. A la dosis de 300 mg/Kg la depresién fue mucho
méas marcada y produjo la muerte de los tres animales en un lapso de
90 minutos. No se apreciaron alteraciones en la necropsia.

Dosis letal media.

Los resultados se exponen cn la Tabla I. Todas las muertes se produjeron
en un intervalo menor de 8 horas luego de la administracidn.

Ileon aislado de cobayo.

a. Accién de la apodina sobre el tono basal del ileon aislado.

A concentracion final en el bafio de 1 y de 15 mcg/ml no se aprecié modi-
ficacion en la actividad espontdnea del ileon aislado ni en su tono.
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b. Accién de la apodina frente a los diversos agonistas utilizados.

Los resultados se resumen en la Tabla II. Las técnicas empleadas se
comprobaron en su validez para detectar los efectos buscados mediante
el empleo de drogas antagonistas conocidas. La Fig. 1 muestra un ejem-
plo de estas experiencias.

TABLA I

Dosis Letales

Dosis letal mg/kg Intervalo de confianza (5%)
DL 50 204 238-174
DL 84 270 316-230
DL 16 153 179-131
TABLA 11

Accidon de la apodina frente a diversos agonistas

en el ileon aislado de cobayo
Apodina (10 mcg/ml)

Agonista Tiempo de contacto (minutos) Recuperacién
5 10 15

Acetilcolina 82.7 78.6 90 110

Histamina 44.8 577 64.1 91.8

Serotonina 475 40.5 36 86.8

Nicotina 47 58.5 63.5 93.2

Bradiquinina 82 825 825 100

Los valores indican la magnitud de la respuesta obtenida en % tomando como 100%
el promedio de los controles respectivos para cada experiencia. Cada valor en la
media de por lo menos tres determinaciones realizadas en preparaciones diferentes.
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Trdquea aislada de cobayo.

La Fig. 2 muestra los resultados obtenidos. A partir de este grafico se
estimé la potencia relajante de la apodina respecto a la papaverina me-
diante el cociente de la dosis de cada alcaloide que produjo un 50% de
relajamiento de la tira contraida por una solucién despolarizante
(100 mM/1 de CIK). La apodina fue 4.75 veces menos activa que la papa-
verina en estas condiciones experimentales. El propranolol (1 mcg/ml)
no bloqueé la relajacion producida por la apodina.

5min
t *-P'A
Ac At

60mg/cc LOmg/gc {5min)

Efecto
i .
Ac Ap (5min)
60mg/cc 5mg/cc 501
A
M O‘ po
Ac  Ap '
(o] Pap
. 162 770
60mg/cc 15mg/ec (Smin) ‘ 1 3 10 20 mcg/ce
Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1. Accién de la apodina frente a la cetilcolina. Concentraciones utilizadas:
acetilcolina (Ac), 60 ng/ml; atropina (At), 10 ng/ml; apodina (Ap), 5 y 15 mcg/ml.

Fig. 2. Accién de la papaverina y la apodina sobre la traquea aislada de rata.

Cada punto es la media de 3 a 9 determinaciones (*+ desviacién tipica). Se tomé

como 100% la magnitud promedio de las contracciones controles obtenidas en au-

sencia de antagonista. Las concentraciones se expresan en base libre de ambos

alcaloides. La DE 50 de la papaverina y de la apodina fueron respectivamente
1.62 y 7.70 mcg/ml.
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Conducto deferente de rata.
La Fig. 3 muestra una experiencia tipica. La apodina a concentracién

de 5 mcg/ml actuando cinco minutos no modificé la respuesta de esta
preparaciéon a la noradrenalina.

NAd (5)DIF }
I0ucg/ee  Bucg/ec min
NAd _ FENT NAd
|0 ucg/cc 200 mg/cc 10 ucg/cc
(5min)
NAd Ap

10 ueg/ce B ueg/ec
}Jg. ‘(5lmin%L min

Fig. 3. Acciéon de la apodina sobre el conducto deferente de rata. Concentraciones
utilizadas: noradrenalina (NAd), 10 mcg/ml; difenhidramina (Dif), 5 mcg/ml; fen-
tolamina (fent), 200 ng/ml; apodina (Ap), 5 mcg/mlL

Recto abdominal de rana.

La Fig. 4 muestra una experiencia tipica. La apodina no demostré accion
curarizante sobre la placa neuromuscular.
Auriculas aisladas de cobayos.

La apodina no mostré accién cardioténica en preparaciones sometidas a
concentraciones reducidas de calcio en la solucién. Por el contrario, en
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solucién normal redujo la amplitud y frecuencia de las contracciones y
a concentraciones mayores de 10 mcg/ml produjo arritmia. Estos efectos
desaparecieron mediante lavado de las auriculas, recuperandose dichas
preparaciones (Fig. 5). La atropina (200 ng/ml) no modificé la cardio-

depresion.
2 ugjcc CUW—‘MW

5 ug cc 5ug/cc %)ug/cc
(5m|n) (5min) (5m|n)

Fig. 4. Accion de la apodina sobre el musculo recto abdominal aislado de rana.
Concentraciones utilizadas: acetilcolina (Ac), 2 mcg/ml; tubocurarina (Cur),
5 mcg/ml; apodina (Ap), 5 y 15 mcg/ml

Fig. 5. Accién de la apodina sobre las auriculas aisladas de cobayo. A. Registro
control. B. Apodina (10 mcg/ml durante 10 minutos). C. Recuperacién. D. Apodina
(30 mcg/ml durante 1 minuto). E. Apodina (30 mcg/ml durante 10 minutos). F. Re-
cuperacién. Las marcas en la parte superior indican los segundos transcurridos.



274 R. ROJAS Y COLS.
Presion arterial de gato.

La apodina (10 mcg/kg) produjo una hipotensién de aproximadamente
35 mm de Hg, relativamente fugaz (Fig. 6).

Fig. 6. Accién de la apodina sobre la presién arterial de gato. En 1 se inyectd
acetilcolina (10 mcg); en 2 se estimuld eléctricamente el cabo perlfeI‘ICO del vago;
en 3 se inyecté histamina (3 mcg) y en 4, apodina (10 mcg/kg).

Accidn insecticida.

Los resultados se muestran en la Tabla III. La apodina no mostré accién
insecticida.

Accion sobre el crecimiento de los tumores
y la respuesta inmunoldgica.

Los resultados sobre el crecimiento de los tumores experimentales se
muestran en la Tabla IV. En el adenocarcinoma 755 se observé un au-
mento del peso de los tumores de los animales tratados en relacién a
los controles. En los deméas se apreci6 una ligera inhibicion del creci-
miento tumoral. Esta inhibiciéon no rebasé el 55% fijado como de posible
valor terapéutico, (Estévez, comunicacién personal) por lo cual se con-
cluy6 que la apodina no mostré accién citostatica. La prueba de la
inmunodepresién fue también negativa.
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£
TABLA III

Estudio de la accidn insecticida de la apodina

GRUPO % DE MORTALIDAD

A. Control 20
(Butanol 4+ acetona)
B. Testigo 15

(Disco seco de papel de filtro)

D.D.T. 0.33 mg/ml 100
Apodina 3 mg/ml 26
Apodina 5 mg/ml 30

Cada grupo contenia de 10 a 15 moscas.

TABLA IV

Accidn de la apodina sobre los tumores experimentales

% SOBRE-
TUMOR TRATAMIENTO VIVENCIA % (T/C) % 1
( Yeges X Volumen 5 Dias de )
A-755 3 xXx05ml x4 100 _ 117 No
S-37 2%X05ml x 6 100 930 7.0
S-37 3x05ml x 4 87.5 87.3 12,7

S-180 2x05ml x 6 90.0 90.0 10.0
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DISCUSION Y CONCLUSIONES
Sobre la apodina.

Los resultados obtenidos con las técnicas utilizadas indicaron que la
apodina produce los siguientes efectos:

Depresién de la actividad general y de la reactividad en ratones.
Débil relajamiento de la musculatura lisa traqueal.

Débil antagonismo frente a diversas drogas agonistas tomado como 6r-
gano efector la musculatura lisa intestinal aislada. El hecho de que la
respuesta a la histamina, la nicotina y la serotonina se haya reducido
en mayor grado sugiere que debe investigarse una posible selectividad
de la apodina frente a estos agonistas, o eventualmente una accién anes-
tésica local, (Smith, 1961).

Depresién cardiaca, que no es de origen colinérgico pues no fue modifi-
cada por la atropina.

Hipotensién arterial.

La apodina produjo una hipotensién arterial comparable a la obtenida
mediante diversos procedimientos (Fig. 6). Debe estudiarse el mecanismo
de produccién de esta hipotension. No se descarta la posibilidad de que
se deba a una accién depresora directa sobre el miocardio.

En conclusion, sobre la base de las experiencias realizadas se debe estu-
diar con mas detalle de la accién de la apodina sobre sistema nervioso
central, la accidén relajante de la musculatura lisa y la accién hipotensora.

Sobre el esquema general de “screening”.

La seleccién de las técnicas que constituyen un “screening” depende de
los objetivos que se persigan. En principio mientras mayor sea el niimero
de preparaciones distintas que se utilicen mayor es la posibilidad de
detectar una accién (Vane, 1965). Sin embargo, teniendo en cuenta la
diversidad de acciones farmacolégicas que existen asi como el gran nu-
mero de modelos experimentales que se pueden utilizar es necesario
escoger un grupo de técnicas que se ajusten a las posibilidades materia-
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