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Melochia pyramidata L. I: Analisis alcaloidal y cro-
matografico; informe preliminar

por

José A. Séenz R.*
(Recibide para su publicacion el 24 de julio de 1964)

El 3 de setiembre de 1959, la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Costa Rica, recibi6 una comunicacién del Ing. Agro. Santos Herrera C., Agente
Agricola de Nicoya, Guanacaste. Acompafiaba a la misma una muestra de la
planta Melochia pyramidata L.

Por considerarse de interés histdrico, transcribimos la citada comunicacion:
“Adjunta se servirdn encontrar una muestra de la hierba conocida con el nom-
bre vulgar de "escobilla negra”, con el ruego muy encarecido de que le hagan
un examen, con el fin de ver si se encuentran metales o alcaloides, o también
alguna otra sustancia que pudiera afectar o paralizar el tren posterior de los
bovinos.

En esta zona estin muriendo muchos animales, de la enfermedad cono-
cida con el nombre de “derrengue”, la cual tiene los sintomas de la “rabia pa-
ralitica bovina” (no confundir con “rabia canina’).

En una experiencia reciente sometimos 3 animales a dieta Gnica de esa
hierba por 10 dias y 2 de ellos adquirieron la enfermedad. Por tal motivo se da-
rdn cuenta de la gran importancia que tiene el examen de esta hierba”.

La muestra en cuestion fue entregada al autor, quien se interes6 sobre
el particular, y realiz gestiones ante el Ministerio de Agricultura, a efecto de
indagar mis a fondo acerca de la etiologia de la enfermedad. Los datos reco-
gidos llevaban a una conclusién, por lo que escribimos al Sr. Herrera lo siguien-
te:... “‘es bien conocido el hecho de que la enfermedad denominada “derrengue”
es producida en el ganado por un virus que transmiten los murciélagos y, que
los animales que comian la hierba que Ud. envi6 atraian particularmente a los
citados portadores del virus’.

#*  Depto. de Biologia, Universidad de Costa Rica.
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Aproximadamente en esos mismos dias el Sr. Alberto Vargas, de Cabo
Blanco de Lepanto, Provincia de Puntarenas, se sirvié enviar una muestra de la
misma planta que produce anilogos efectos en el ganado. Con fecha 29 de se-
tiembre se comunicé a ambos sefiores lo siguiente: “De acuerdo con los anéli-
sis de tipo cualitativo que he verificado personalmente, les puedo asegurar que
la planta posee alcaloides”.

Los sintomas que caracterizan la enfermedad, se distinguen, fundamen-
talmente, por una parélisis del tren posterior. El animal asi afectado casi no pue-
de caminar y renquea al hacerlo. Esta afeccion viene aparejada con una foto-
fobia muy notable y un chasquido de las articulaciones.

Lo anterior va acompafnado de estrefiimiento severo y eventualmente el
animal muere a consecuencia de la enfermedad. El autor pudo comprobar que
en las fincas en donde nunca se ha presentado la enfermedad, no existe esco-
billa, particularmente de Nicoya hacia el Norte y Noreste del pais.

La planta es, por el contrario, abundantisima en la Peninsula de Nicoya
principalmente hacia la costa. Existe pues una relacion evidente entre la enfer-
medad y la distribucién geografica de M. pyramidata L.

A través de la misma fuente de informacién pudimos comprobar que la
enfermedad se manifiesta, especialmente, en las épocas secas, cuando el ganado
ingiere toda aquella hierba que se mantiene verde, pues el pasto escasea. Esto
ocutre durante los meses de Abril y Mayo. Fue interesante escuchar como la ma-
yoria de los ganaderos oriundos de esa regién han sostenido, desde hace mas de
25 afios, que la causa del "derrengue” es la escobilla morada.

M. pyramidata L. (Sterculiaceae) es un arbusto de raiz profunda que tie-
ne la particularidad de conservarse siempre verde, aun en las épocas de mas ex-
trema sequedad; ello lo hace particularmente atractivo al ganado que, como es
natural, lo ingiere con mis avidez que en épocas de lluvia.

Sin embargo, hemos recibido informacién de que también se han presen-
tado casos de “derrengue” en dichas épocas. La literatura consultada (2, 4, 8, 9,
12) nos demuestra que no existe ninguna referencia sobre el contenido alcaloi-
dal ni sobre las propiedades téxicas de especies del género Melochia. M. pyram:-
data L. se conoce popularmente en algunos paises de Centroamérica con los nom-
bres de escobilla morada, escobilla colorada, coralillo, paloma. (2, 12).

Recientemente se publicé (10) el anélisis alcaloidal cualitativo de la
planta que nos ocupa. Basado en el mismo, se decidi6 poner mayor atencion
en sus hojas ya que poseen alcaloides de tipo cuaternario y terciario.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron hojas, tallos y semillas de M. pyramidata L. obtenida en Ni-
coya, Guanacaste. Se procedié a confirmar el anélisis alcaloidal cualitativo (10).
735 gm de hoja previamente desecada a 55¢C fucron procesados de acuerdo con
los pasos descritos en el cuadro 1.
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CUADRO 1.

Extraccion de bojas de M. pyramidata 1..

Fraccién alcalina

1. acidificacién con HCl
2. Reinecato de NH4 (precipitacion)
3. filtracién

Precipitado

1. acetona
2. filtracién

Filtrado acetdnico

1. precip:taciéon con Sulfato de Plata
2. filtracién

Filtrado

1. precipitacion con BaCly

2. filtracion

Filtrado

concentracién al vacio

Residuo

1. acetona

2. filtracion

Filtrado descartado (Mayer —)

Residuo Insoluble

1. alcohol 95

2. filtracién
Solucién alcohdlica

evaporacion

Fraccion B. alcaloides cuaternativs

Hojas pulverizadas

Filtrado

Residuo

Filtrado

105
28

I
2

i
2

extraccion alcohol 50%

filtracion al vacio

concentracion al vacio

HCIl 5%
filtracion

NH4OH (alcalintzacién)

extraccion con CHCly

Fracciones CHCly

extraccion con HCl 5%

Fraccién 4cida

Residuo

1%
2.

concentracioén al vacio

NH,OH

extracciéon con éter - CHCIy 1:1

Fraccidn cterocloroférmica

evaporacion

Residuo alcaloides terciarios

Fraccién A.
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Se dispuso hacer unos ensayos preliminares con la fraccion B para lo cual
34 mg de la muestra fueron disueltos en agua y luego llevados a un pH apro-
ximade de 6.5, mediante HCl y NaOH. 5 ratones de aproximadamente 30 gm
cada uno, fueron inyectados con dosis de 0.20 ml, 0.5 ml y 0.6 ml, inyectindose
a la vez ratones testigos con la solucion HCI-NaOH.

En vista de los resultados obtenidos con los ensayos en animales se de-
cidié hacer anilisis cromatografico de las fracciones A y B, con el objeto de de-
terminar si habia mis de una sustancia de naturaleza alcaloidal.

Se hizo cromatografia ascendente utilizando papel Whatman N° 1, im-
pregnado previamente con solucién tamponadora de 4cido acético — acetato
a un pH de 3.08 (1,7). Se empled como solvente n-butanol saturado con la so-
lucién tamponadora. Se aplicaron a 3 tiras soluciones acuosas de la fraccién A,
y, a otras 3, soluciones alcohdlicas de la fraccién B. Hiciéronse aplicaciones de
10 y 15 lambdas, permitiéndose un desarrollo de 15 horas. Las 6 tiras se de-
jaron secar al ambiente y fueron observadas primero bajo luz ultravioleta y lue-
go con reactive de Dragendorff (6).

En vista de que las manchas de la fraccién B no mostraban una buena se-
paracién se procedié a hacer una nueva cromatografia cambiando tnicamente el
solvente: 4cido acético al 5% en n-butanol saturado con agua, con un tiempo
de desarrollo de 17 a 20 horas. Se revel6 igual que la primera cromatografia.
Ademis, se hizo cromatografia con aplicacion de 100 y 75 lambdas de ambas
fracciones, a fin de lavar las tiras en los puntos en que se evidenciaba la pre-
sencia de una posible sustancia alcaloidal. Al hacer lo anterior con la fraccién A,
el papel se lavé con alcohol, y al concentrarse se precipité una sustancia de apa-
riencia grumosa, insoluble en agua. Se calenté a 80°C y se disolvié una parte de
ella, la cual se inyect a un ratén de 30 gm con 0.40 ml y media hora después
1 ml mas.

Haciendo lo mismo con la fraccién B se lavaron con alcohol los papeles
en los sitios correspondientes a las manchas; se evaporaron los lavados y los re-
siduos diluyéronse en agua. El lavado de la mancha con un valor Rf 0.15, se
inyectd en ratones. Lo mismo se hizo con otra mancha de valor Rf 0.47. Cada
una de las manchas alcaloidales de ambas fracciones disueltas en agua y acidifi-
cadas se traté separadamente con los reactivos de Mayer y Dragendorff (6).

Sospechando la presencia de algtn derivado purinico, tipo cafeina, que no
precipitan con los reactivos citados, se decidié hacer determinaciones por micro-
sublimacién para cafeina (3). Asimismo se practicé en microsublimados la reac-
ci6n de identificacién para derivados purinicos (5). También se practicaron cro-
matografias para derivados purinicos usando cafeina como estandar, y, finalmen-
te, se hizo una extraccién siguiendo métodos conocidos para obtener cafeina (13).

RESULTADOS

Los ratones inoculados con la fraccion B total mostraron en todos los
casos, a los 3-4 minutos, un efecto sobre el tren posterior, notindose arrastre de
las patas traseras con espasmos o contracciones involuntarias de las mismas. El
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sindrome se hace mdis evidente cuando los animales tratan de dar vuelta; tam-
bién se presenta fotofobia en los animales inyectados.

En el analisis cromatografico, las tiras en que se aplicé la fraccién A evi-
denciaban, bajo la luz U.V., 3 manchas fluorescentes. En las que se aplicé frac-
ciébn B mostraban solameénte una mancha fluorescente amarillenta. (Véase fig.
1). Las mismas tiras aspersionadas con reactivo de Dragendorff (6) evidencia-
ban una mancha en la fraccion A y dos en la B (Véase fig. 2). Al hacer varias
cromatografias con el solvente modificado se obtuvo una mancha de tipo alca-
loidal en la fraccién A con Rf 0.89 y en la fraccién B dos manchas con valores
Rf dc 0.15 y 0.47 respectivamente (Véase fig. 3).

Los ratones inoculados con los lavados de la mancha Rf 0.89 de la fraccién
A mostraron un aparente estimulo sin ningin efecto sobre el tren posterior.
Los lavados de la mancha Rf 0.15 de la fraccién B tampoco mostraron efecto so-
bre el tren posterior. Hecho lo mismo con la mancha Rf 0.47, los ratones ino-
culados mostraron afeccién del equilibrio y del tren posterior; asi como foto-
fobia. Aproximadamente una hora después de inyectados, los animales se recu-
peraron aunque quedan en estado de reposo pronunciado. Al ser de nuevo inocu-
lados los sintomas se reproducen. Es notorio el hecho de que los animales asi tra-
tados presentan periodos alternos de afeccion del tren posterior y de normalidad,;
también un renqueo por contraccién, aparentemente espasmoédica de las patas
traseras. Al concentrar la solucidén acuosa de los lavados de esta mancha e inyec-
tar dosis mis fuertes, se produjo, ademas de los sintomas en el tren posterior,
la muerte, al cabo de pocos minutos.

Empleando Dragendorff modificado (1) las manchas de la fraccién B
dan los mismos colores, aunque la de Rf 0.47 aparece més lentamente y si no
se conserva fuera de la luz desaparece ripidamente.

Al tratar con reactivos de Dragendorff y Mayer cada uno de los lavados
de las manchas de ambas fracciones, previamente acidulados, se obtuvo el si-
guiente resultado:

Mancha Mayer Dragendorff
Rf 0.89 = —
Rf 0.47 + +
Rf 0.15 — —

Todos los ensayos practicados para determinar la posible presencia de de-
rivados purinicos fueron negativos.

DISCUSION ¥ CONCLUSIONES
Los resultados descritos nos indican la presencia de 3 sustancias de posi-
ble naturaleza alcaloidal en las hojas de M. pyramidata 1.. Aparentemente, sélo
una de ellas parece ser la causa de la accién téxica de la planta, y a la cual hemos
denominade provisionalmente meloquina. Las propiedades fisicas y quimicas de
este alcaloide serdn descritas con posterioridad. Es muy probable, segiin nuestras
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experiencias, que la enfermedad conocida como “derrengue” sea causada, al me-
nos en su accion sobre el tren posterior de los bovinos, por meloquina.

Hasta el presente se sabe que la familia Esterculidceas, a la cual pertenece
la planta que nos ocupa, es fuente de varias sustancias de naturaleza nitrogenada,
aunque no consideradas modernamente como alcaloides, excepto una (11,14). Me
refiero a cafeina, teofilina y teobromina. Las reacciones de identificacién realiza-
das prueban que ni meloquina ni las otras dos probables sustancias alcaloidales
encontradas sean similares a las tres sustancias antes citadas.

Las investigaciones llevadas a cabo en los lugares en donde se manifiesta
la enfermedad nos demuestran que existe una evidente relacién entre la distri-
bucién geografica de M. pyramidata L. y de la enfermedad conocida como “de-
rrengue’’.

Solamente haciendo pruebas, con los principios aislados, directamente
en el ganado, se tendrd la definitiva respuesta o relacién entre planta y enfer-
medad, aunque los resultados aqui descritos parecen confirmar esa relacion.

Los Rf aqui reportados son promedios de varias cromatografias lleva-
das a cabo en condiciones ambientales. Solamente aislando los respectivos prin-
cipios, e inoculando dosis adecuadamente controladas se podria determinar con
certeza su verdadera actividad fisioldgica.
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RESUMEN

Se reporta el estudio de las hojas de M. pyramidata L. desde el punto
de vista alcaloidal. Demuéstrase cromatogrificamente la presencia de tres sus-
tancias de posible naturaleza alcaloidal; una de ellas correspondiente a la frac-
cién terciaria y dos a la cuaternaria. Se prueba que uno de los principios de di-
cha especie, al que denominamos provisionalmente meloquina, afecta al tren
posterior de ratones y es toxico, en ciertas dosis, para estos mismos animales.
Se sugiere que esta sustancia pueda ser también la causante de la enfermedad
conocida como “derrengue” en el ganado, la que se caracteriza por pardlisis
del tren posterior.

SUMMARY

The alcaloid content of the leaves of Melochia pyramidata L. was inves-
tigated. Chromatographic analysis showed the presence of three possibly alcaloid
substances, one of them in the tertiary fraction, the other two in the quaternary
fraction. One of these, tentatively designated as melochin, proved toxic to la-
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boratory mice, affecting principally the hind legs. This substance is deduced
to be the probable cause of the cattle disease known locally as “‘derrengue”, which
is characterized by paralysis of the hind legs.
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Cromatogramas de las fracciones alcaloidales cuatert-
narias y terciarias de Melochia pyramidata L.

Cromatogramas bajo luz ultravioleta.

I. Rf 0.91 fluorescencia verdosa amarillenta
II. Rf 0.82 violacea
III. Rf 0.47 violacea
IV. Rf 0.25 débil fluorescencia amarillenta

Cromatogramas tevelados con Dragendorff (solvente
n-butanol saturado con solucién tamponadora pH 3.08)

J. Rf 0.91
1I. Rf 0.25
II. Rf 0.12

Cromatogtamas revelados con Dragendorff (solvente
icido acético 5% en n-butanol saturado con agua)

I. Rf 0.91
U. Rf 047
1. Rf 0.15
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