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Sintesis del acido p-amino benzoil glutdmico

Por el Q. F. Sr. MARIO RODRIGUEZ GARCIA

Los amino-acidos poseen gran importancia.con los tlti-
mos descubrimientos cientificos. El Acido p-amino benzoil-
glutdmico es la conjugacion de dos cuerpos glutidmicos de re-

conocida accién farmacoldgica: el . Acido p- ammo benzoico y el

Acido glutamico.

El Acido p-amino benzoico integra el complejo vitami-
nico “B”’, se encuentra también en la levadura de cerveza, te-
niendo marcada acciéon sobre el crecimiento de los animales, a
tal extremo, que en ratas y pollos, se torna factor esencial.
Los ésteres de este &cido son cuerpos con propiedades anesté-
sicas, prefiriéndosele a la Cocaina, no por mas activos, sino por
menos téxicos.

El Acido glutdmico, poderoso antiepiléptico, es amino-
dcido muy abundante en la Caseina y en la Gelatina. Su uso
contribuye al desarrollo de la inteligencia, por lo cual algunos
autores han comenzado a llamarlo ‘“‘factor de la inteligencia’.
La importancia del &cido glutdmico en el metabolismo del te-
jido nervioso la demuestra Krebs, quien noté que la corteza
cerebral y la retina absorben amoniaco, que con el Acido glu-
tdmico forma Glutamina.. El Acido p-amino benzoil glutami-

co forma parte de la molecula del Acido pteroil glutammo 0
Acido f6lico.
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Habiéndose estudiade ftan profusamente el Acido p-ami-
ne benzoico, el Acido glutdmico y el Acido félico, no se ha pu-
blicado ningun estudio sobre el Acido p-amino benzofl gluta-
mico apesar de los estrechos vinculos que lo unen a ellos. Esta
circunstancia me ha hecho idear un método de obtencion, ba-
sado en la bibliografia referente a la preparacién de otros cuer-
pos quimicos de constitucién parecida.

SINTESIS DEL ACIDO P-AMINO BENZOIL GLUTAMICO

La preparacion del Acido p-amino benzoil glutdmico
comprende las siguientes fases: '

1o, —Nitracion del tolueno.
2¢.—Separacién de los is6meros.
3e.—Oxidacion del grupo metilo para obtener el Acido
p-nitro benzoico.
4°,—Cloracién del grupo carboxiloe del Acido p-nitro
benzoico para obtener el cloruro de p-nitro benzoilo.
5¢.—Copulacion del ecloruro de p-nitro benzoilo con
el Acido glutamice para constituir el Acido p-nitre
benzoil glulamico.
6¢.—Reduccién del grupo nitro del Acido p-nitro. ben-
zoil glutdmico para obtener el Acido p-amino ben-
zoil glutamico.,

Nitracién del Tolueno.—Esta primera fase requiere tra-
bajar en lugar abierto o en campana de gases. El material re-
querido consiste en 1 Kgm. de tolueno; 4 Kgms, de Aci-
do Nitrico fumante de densidad = 1.5; un balén de seis litros
de capacidad; un embudo de decantacién de 1 1t. o de mayor
capacidad si fuera posible; Sulfato de sodio anhidro; hielo y
una poza o cualquier otro deposito de agua capaz de contener

-~ desahogadamente el balén de seis litros para ser refrigerado.

Se coloca el Tolueno en el balén de seis litros y se vier-

-te cuidadosamente y en muy pequefias porciones el Acido Ni-

trico, cuidando que la temperatura se mantenga estable entre
30° y 40°. No es conveniente que la temperatura descienda a
menos de 30°, porque entonces el rendimiento del isomexro para
disminuye notablemente. Resulta muy peligroso que la tem-
peratura pase de 40° porque en ese caso, comienzan a despres-
derse grandes cantidades de vapores rojos, la temperatura su-
fre brusca elevacién, se producen regulares cantidades de di y
trinitro tolueno, sélido, que hace la operacién muy peligrosa
de un rendimiento muy inferior al esperado.

La adici6én del Acido Nitrico debe hacerse en pequefias
cantidades y con: intenso movimiento. Al principio se podra
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notar la presencia de dos capas liquidas en el balén: una supe-
rior oleosa y otra capa inferior 4cida. Posteriormente se homo-
genizan ambas, con la adicién de nuevas porciones de 4cido.

Una vez terminada esta operacion se deja en reposo el
balén durante  diez a catorce horas. Se lleva el liquido al em-
budo de decantacién. Como el producto de la nitracién tiene
un volumen de méas de cuatro litros, se hace la separacién en
porciones, que estaran de acuerdo con la capacidad del embu-
do de decantacién que se usa. La capa liquida, inferior, serd
desechada y se reunirin las porciones oleosas para ser lavadas
repetidas veces con agua destilada, hasta que el agua de lavado
no tenga reaccién acida.

Después de lavada la mezcla de los mono-nitro-toluenos,
presentard aspecto lechoso, amarillento. En- estas condiciones,
se le adiciona 300 gms. de Sulfato de sodio anhidro, con el fin
de desecarlo. Se filtra entonces debiendo tener aspecto trans-
parente y color amarillo claro.

Esta mezcla de los isomeros para y orto nitro toluenos,
no estd exenta del tercer isémero de posicion, o sea el m-ni-
trc tolueno, pués, aunque el grupo metilo del tolueno es un
orientador de primera clase, no és un orientador lo bastante
poderoso como para ehmmar en lo absoluto la posibilidad de
que se produzca una pequefia pormon de m-nitro tolueno que
puede llegar hasta 4% .

G <

Con la mezcla de los isOmeros se pa,sa a la segunda fase,

donde se separa principalmente el isémetro p -nitro, que es el
que interesa.

CHz
-NOo

fmz

Separacién del is6mero p-nitro toluenc.— Se toma la
mezcla de nitro foluenos obtenida en la fase anterior y se le
coloca en un batén de destilacién fraccionada y se le afiade una
columna de rectificacién con un refrigerante descendente, quz
pueda estar constituido por un tubo de vidrio acondicionindo-
Ie un termoémetro de 300° C, de modo que el bulbo quede a la
misma altura que la salida del refrigerante de aire, con una
longitud de 50 a 60 cm.

Una vez armado el aparato de destilacion ,fraccionada,
se comienza a calentar el balén, notdndose que a partir de 1109
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comienza a destilar, manteniéndose estable entre 1100 y 12Q¢
por un rato, pues a esa temperatura destila el Tolueno que no
ha llegado a nitrarse. Luego se interrumpe. el flujo del destila-
do y se hace que la temperatura aumente hasta 2159, con lo que
vuelve. a fluir el destilado, que en este caso es el is6metro o-ni-
tro tolueno, que destila entre 2415° y 225¢. La porcién que nos
interesa es la que destila entre 232° y 2552, ya que ésta estd
constituida en su mayor parte por el p-nitro tolueno, que es el
cuerpo que se desea obtener,

Algo que se debe tener muy presente, es que si la tem-
peratura pasa de 260¢, hay peligro de que exploten las peque-
fias porciones de di y trinitro toluenos que se pueden haber
formado. Separada la porcion que destila entre 232° y 238°,
ge lleva a la nevera por cuatro o seis dias para que durante ese
tiempo cristalice el p-nitro tolueno.

A pesar de que esta técnica Tfavorece la formacion del
isémero para, el rendimiento obfenido en el presente caso, fué
muy inferior a lo esperado, pues s6lo Se obtuvo 230 gr. de p-ni-
tro tolueno cristalizado después de filtrar v secar los cristales
que se obtuvieron mediante la refrigeraciénm.

El Tolueno que quedo sin nitrarse fué mucho mayor aun
Gue el isémetro para, pues estuvo formado por 460 gr., lo cual
repreésenta un resultado completamente inesperado.

El p-nitro tolueno obtenido -por este método, fué em-
pleado para la preparacién del Acido p-nitro benzoico por oxi-
dacién de su grupo metilo.

Oxidacién del grupo Metilo del p-Nitrotolueno a fin de
obtener el Acido p-nitro benzoico.— En esta tercera fase, se
pone en un balén de 12 Its., 200 gr. de p-nitro tolueno; 600
gr. de Permanganato de potasio y 500 ecc. de solucién de Hi-
drato de sodio al 40% . A esto se agrega 6 lts. de agua desti-
lada y se hierve a reflujo hasta que desaparezca la tonalidad
violeta del Permanganato y se obscuresca completamente la so-
lucién. Se deja enfriar el balon, Se agrega un poco de carbdn
decolorante y se filtra por un embudo de Biichner. Se lava cor
agua destilada y se reune todo el filtrado gque debe tener colo-
racién amarillo rojiza. Hsta solucién, se acidifica con Acido

_Clorhidrico puro hasta que dé reaccion azul al Congo, para pre
cipitar el &cido p-nitro benzoico. Se filtra con vaeio a fin de
recojer el p-nitro benzoico en el filtro. Luego se disuelve el
precipitado en Hidrato de sodio en solucién al 4 % aproximada-
mente. Se hierve con carbén unos minutos y se filtra. El fil-
trado se precpita por la adicién de Acido clorhidrico puro y 3e
vuelve a filtrar. El precipitado se cristaliza en alcohol caliente.

Una vez cristalizado el Acido p-nitro benzoico presenta

el aspecto de agujas muy finas de color amarillo muy claro.
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2 MnOo 4 EOH{ Ho0

El rendimienfo de esta operacion fué de 85 gms. de
Acido p-nitro benzoico, los que fueron empleados para la si-
guiente fase.

Obtencién del Cloruro de p-nitro benzoico por cloracién
del* Carboxilo del Acido p-Nitro benzoico-—Esta fase de la pre-
paracién, es preciso realizarla con mucho cuidado, procurando
poner las cantidades exactas, porque un error o un desculde
puede conducir a la carbonizacién del producto.

Se toman 30 gr. de Acido p-nitro benzoico y se ponen
en un matraz con 30 gr. de Cloruro de Ticnilo. Se calienta en
bafio de maria con refrigerante de reflujo, al que se conecta
un frasco lavador conteniendo lejia de soda y en el que se ha-
ce vacio. Esta precausién de lavar los vapores desprendides
en la reaccion, tiene por finalidad proteger al operador de la
aspiracién del Anhidrido sulfuroso y el Acido Clorhidrico des-
rrendidos y también proteger la maguina neumética, que pue-
de deteriorarse con estos gases. Debe calentarse el balén has-
ta que su contenido sea un liquido transparente y homogéneo.
Ya en este estado se saca el refrigerante de reflujo para com-
probar si aun sigue desprendiéndose Anhidrido sulfuroso. Si
el desprendimiento ha cesado, puede darse por terminada la
operacion.

o coca
O + 80Cly sy O + HCL 4 502
Hoaw Noz

Si los productos utilizados han sido pocos, puede consi-
derarse que el Cloruro de p-nitro benzoilo obtenido también
lo és.

' El rendimiento de esta fase fué de 32 gms. de Cloruro
de p-nitro benzoilo.

Copulacién del Cloruro de p-Nitro benzoilo con Acido
glutamico para obtener el Acido p-Nitro benzoil glutamico.—
Bieta fase estd basada en la reaccion del Schotten-Baumann, se-
gun la cual, los cloruros de &cidos, se copulan con las aminas
primarias para dar uniones del tipo de los pémtidos.
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Se disuelve en un vaso de Bohemia 6.5 gr. de Acido
Glutdmico en 150 cc. de agua destilada Se le agrega 30 ec.
de lejia de soda al 50% . Se pone el vaso de Bohemia en un
agitador mecéanico y se le va agregando lentamente y con fuer
le agitacion, pequeflas porciones de Cloruro de p-nitre benzoi-
lo, hasta que se haya agregado 14 gr. Se continua agitando
hasta que no quede olor a cloruro de p-nitro benzoilo.

COOH DONa
" CO-NH*CH
?H-N'Hz CHz
CH: 3 NaoH : *
;{.H‘"’ Fee MR CHy  +ClNa 4 8 0
b COONa
NO,

- En ese momento, se acidula la solucién con Acido clor-
hidrico concentrado hasta que dé azul al Congo, con lo que se
forma un precipitado blanco caseoso. Se filtra y se deja secar.
Una vez seco, se lava con éter en un embudo de Bichner, reco-
giéndose lo que gueda en el filtro, que es el Acido p-amino ben-
zoil glutdmico; pasando arrastrado y disuelto en el é&ter, Acido
p-nitro benzoico proveniente del exceso de Clorure de p-nitro
benzoilo, y que puede reconocerse porgque a 220° comienza a
sublimar y a 242° funde.

COO¥a COOH
CO-8R-CH C0-NH-CH

g:z ?H'z

© 2 2 HCY —p CHy + 2 Clva
¢ :
¥o, X0,

El Acido p-mtro benzoil glutamico obtenido es una ma-
sa cristalina, blanca, insoluble en medio Acido, muy soluble en
medio alcalino, poco soluble en éter, soluble en Acido acético
glacial, aunque bastante Jentamente y con un punto de fusion
bien definido entre 80° y 90°.

Reduccién del grupo nitro del Acido p-nitro benzoil glu-
tamico a fin de obtener el Acido p-amino benzoil glutamico.—
Esta tltima fase tiene como fundamento, la reduccién del gru-
po nitro del Acido p-nitro benzoil glutdmico por medio de Sul-
fato ferroso en medio alcalino. Para este fin, se disuelven 14
gr. de Acido p-nitro benzoil glutémlco en 75 cc. de una mez-
cla a partes iguales de amoniaco y agua destilada. Para com-
pletar la disolucién, se agregan 50 cc. de agua destilada. En
vaso aparte, se disuelven en caliente 30 gr. de Sulfato ferroso
anhidro y se agrega lentamente y con mucha precaucion, por
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los costados del baso, 3 cc. de Acido Sulftirico puro, porqgue
puede explotar. Se agita esta solucién, y cuando estsd a una
temperatura de 45° o 50¢, se agrega lentamente y agitando la
solucién amoniacal; luego alcalinicese con Amoniaco hasta ex-
ceso; durante la adicién del Amoniaco, se notara que el preci-
pitado amarillo que se form6 en el vaso al agregar la solucién
de Sulfato ferroso, se torna pardo y con mayor cantidad de
Amoniaco llega a tomar color negro. La adicién de Amoniaco
debe hacerse lentamente, pues se forma espuma y puede reba-
sar el vaso si no se agrega lentamente o si el vaso utilizado no
tiene bastante capacidad. Luego se filtra por embudo de Biich-
ner con papel de filtro bien tupido, de preferencia, papel de fil-
tro lavado con Acido nitrico, pues de otra manera, la solucién
tendra que pasarse muchas veces para tupir los poros del papel
antes de que la solucién adquiera color amarillo limpido que
debe tener.

SO goorty
CO-KH-CH CO-NH-€
2 CHg
ﬁggﬂ 4 2 MHO0H ——» oHp  +2 20
7 7 COONH,
WO, NOp
COONH, GOONT,
O-NH-CH GO-NH-GH
H2 Cﬁz
CH, 4 6 §0gFe ¢ mmuonq-gnzo —_— +
COORH, coom,
L
NO, NHp

6 S04(mHy)2 + 6 Pe(OH) 3

Se lava bien el filtro con agua amoniacal hasta que pa-
ge por el filtro sin coloracién. Se reanen los filtrados y se pre-
cipitan con Acido clorhidrico hasta que tenga reacciéon azul &
Congo. El precipitado que se forma es de color anaranjado ¥
de aspecto gelatinoso. Se filtra por papel de filtro lavado al
Acido Nitrico en embudo de Biichner y se lava con agua desti-
lada; luego se seca y se lava con Propanona a fin de librarle
del Acido p-Amino benzoico que pudiera tener por impurezs
del p-nitro benzoil glutdAmico utilizado en la preparacion. Este
lavado debe hacerse con 10 cc. de Propanona, porque el cudr-
po tiene alguna solubilidad y se puede tener una apreciable pér-
dida si se excede el lavado,

Q‘;f/ﬁ-"'r =

- wum
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g0y
CO-NH-CH co—m{-
CHp Cﬂz
O CHp  +2HCl ——» O CHp 43 0INH,
COONHy COOH :
.

Hi>

Bl Acido p-Amino benzoil glutam.lco tiene las siguientes
caracteristicas: Forma masa cristalina; inodoro; de color ana-
ranjado obscuro; insoluble en agua; insoluble en &cido Clor-
hidrico diluido; insoluble en Aeido Acético diluide. Muy solu-
ble en medio alcalmo dando una solucién de color amarillo muy
similar al del Acido Félico; poco soluble en Acido sulfarico
puro, pero lo bastante para comunicarle su coloracion amari -
Ila; poco soluble en Propanona y en éter sulfdrico. No funde;
a 2500 comienza a carbonizarse y a 320° queda completamento
carbonizado.

; A fin de comprobar su constitucién se hizo una deter-
minacion de Nitrégeno con el SBIDI-mlCI‘OIIthOdO de Kjeldahl
que aparece en la 13* edicién de la Farmacopea de los E. U, A.
sobre 60 mgms. de la substancia obtenida, gastandose 43 cc.
de Acido sulfurico N /100, que multiplicados por el factor
0.00014008, arroja un resultado de 0.00602344%4 gr. de Nitro-
_geno, lo cual est4 bastante proximo al resultado tedrice, que
seria de 0.00631362 gr. de Nitrogeno. Siendo el error relati-
vamente pequeiio, podemos considerar que se debe a error de
método.,

El peso molecular del Acido p-Amino Benzoil Glutimi-
co es: 266.2452, por lo que relacionando el peso del Nitro-
geno contenido en su molécula, decimos:

Si 266,2452 gr. de substancia contieen 28.016 de Ni-
irogeno, 0.060 gms. deberan contener x gr. de Nitrégeno.

Efectuando la operacién tenemos:

28.016 x 0.060
5% == = 0.00631362 gr. de Nitrégeno, que
. 266.2452 :
és la cifra tedrica que citamos anteriormente.

El rendimiento obtenido en la preparaciéon del Acido p-
Amino benzofl glutimico ha sido de 1.850 gr. '

EXPERIMENTACION EN ANIMALES CON SAL DISODICA
DEL ACIDO p-AMIiNO BENZOIL GLUTAMICO

El producto quimico sintetizado se sometié6 a los si-
guientes experimentos:

Experimento N 1.—Conejo de 1 Kgm. de peso. Se le
inyecté por via endovenosa 1 cc. de una solucion al 1% coa
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pH. 7.5. Inmediatamente se observed taquicardia acentuafda,
polipnea.
. Aproximadamente a los cinco minutos, el animal tlene
cardiarritmia, y lentamente recobra la normalidad a los vein-
te minutos aproximadamente. ’

Al siguiente dia, se volvié a inyectar al mismo animal
con la misma dosis, observandose los mismos sintomas.

A los cuatro dias de ]la primera inyeccidn, se.le inyectd
por via intraperitoneal 5 cc. de la misma solucion al 1:%, pre-
sentdndose la reaccion mencionada anteriormente a los cua-
tro o cinco minutos, en forma menos acentuada, pero de ma-
yor duracién. Pesado el animal, se comprobé que pesaba 1.100
Kgm. Durante el dia en que se efectué la inyeccién intraperi-
toneal, el animal perdio el apetlto casi totalmente. El anlmal
sobrevmo con exoftalmos.

Experimento Ne 2.—Ratén. Se le inyecté por via en-
dovdnosa 1/2 cc. de una selucién al 0.33%, presentando in-
mediatamente los mismos sintomas que tuvo el conejo,

Después de 15 minutos, sé volvio a inyectar 1/2 cc. de
la misma solucién al 0. 33 % por via endwenosa repitiéndose
la misSma reaceién. =

Pasados ot‘ros 15 minutos, se inyects 1 cc. de la solu-
cién al 0.833% por via endovenosa ‘con 1os mismos resultados
que en las inyecciones anteriores, presentandose micciones.
frecuentes. La orina tuvo el mismo color que la solucmn in-
yectada y pH 6.

Este animal, recobré la normalidad rapldamente y no
perdié el apetito. -

Experimento N¢ 3.— Ratén. ——Inyectado por via‘endo-
venosa con 1 c¢.c. de solucién de Acido p-Amino benzoil glutdmi-
co al 0.33% presenté los mismos sintomas que el animal Neo 2,
mientras se le inyecté tres veces sucesivas a intervalos de 15

minutos.

Al dia siguiente, se inyecté por via,endovenoss a este
ratén, 1.5 cc. de una solucién al 1%, presentando mientras se
te myectaba sintomas de asfixia y angustia, muriendo casi in-
mediatamente.

Experimento N° 4.— Ra}to_n‘——— Inyectado por via en-
dovenosa con 1 cc. de una solucién al 1%, presentd polipnea
vy sobre-exitacion angustiosa. Inmediatamente, se produjo et
shock, con paralisis respiratoria, Al hacer respiracién artifi-
cial el animal revivio, pero con profunda depresién. En esta
situacion, tocado ligeramente en el dorso a la altura del térax,
el animal salt6 violentamente, para volver a su estado depresi-
vo inmediatamente. El ratén ofrecié polipnea y taquicardia du-
rante 1 hora aproximadamente, al cabo de la cual comenzé &
recuperar la normalidad.
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Se inyectaron ademés, un perro y tres ratones, pero con
10s mismos resultados que los casos anteriores. En el perro se
pudo apreciar mejor esta reaceion, porque se hizo una grafi-
ca de la presion arterial y del ritmeo respiratorio.

CONCLUSIONES

49.—Se ha preparado el Acido p-Amino benzoil glutimico.

2¢.—Se describe el método que hace factible esta preparacion
y su purificacién.

3¢,-~—Se ha comprobado la naturaleza del pro’ducto’ sintetizade.

40, —Se describen sus propledades fisicas y quimicas més ca-
racteristicas.

Be.—Actiia sobre la respiracion y circulacién alterando su
ritmo.
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Cétedra de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de Lima.
Profesor Dr. Carlos A. Bambarén

Determinacién cuantitativa de estrégenos
en la orina de mujer

P.Qr la Q. F. Srta. JACQUELINE CALDERON DELGADO

INTRODUCCION

La investigacién de estrégenos en la orina, es asunto impor-
tante, porque en los ultimos tiempos el estudio de las hormonaz
‘ha adquirido enorme valor en el campo fisiolégico, biequimico
* y farmacolégico.

De las hormonas, las que han suscifado més investigaciones,
son las hormonas del ovario y de ellas la Estrona, indispensa-
ble para mantener el estado de salud, contribuir a diversos fe-
némenos fisiolégicos y con indiscufibles efectos farmaco-tera-
péuticos. : 3

Los estrégenos que se encuentran. en la sangre, después de
atdnder al fisiologismo animal, se eliminan por la orina y su
dosaje puede permitir valuar la cantidad que existe en el orga-
nismo, las diversas variaciones cuantitativas que pueden ofre-
cer en e] curso de diversos estados. morbosos, y las ogcilaciones
que se presentan en el embarazo, lactancia, menopausia, etec.

Este trabajo consta de cuatro partes:

La primera refiere, en forma sintética, los estudios que se
han efectuado investigando 'los estrégenos eliminados por la
orina, dejando constancia que la primera investigacién sobrz
esta materia en el Peru, la llevé a cabo la Q. F. Luisa Tipian Va-
lenzuela, quien en 1945 exirajo Estrona de la orina de mujer
embarazada, con propoésitos cualitativos, tnicamente. La se«
gunda, se concreta a describir la téemica propuesta por Kobe-
para aislar los estrégenos urinarios, asi como las modificacio-
nes recomendadas por Cohen y Marrian gque, para precisar la
investigaeién, recomiendan hidrolizar previamente 13 orina.

.La tercera, expone las investigaciones llevadas a cabo en la Ma.
ternidad de Lima, tratando de aislar los estrégenos eliminados
~ por la orina de mujeres sanas, en periodo catamenial y emba-
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razadas, en distintos meses de prefiez. La cuarta parte resumée
a manera de conclusiones, el resultado de las investigaciones
efectuadas, agregando, por Gltimo, la bibliografia consultada

 Dejo constancia que el tema 10 propuso el CQatedréatico de
Faimacologfa Dr. Carlos A, Bambarén y que las investigaciones
tas realicé em el Laboratorio de la Maternidad de Lima que di-
rige el Dr. Marcos Lozano. A ambos les presento mi gratitud:
al primero por la bibliografia que me proporciond, y al segun-
do por lag facilidades que me brmdo para llevar a cabo la in-
vostigacion.

DETERMINACION DE LOS ESTROGENOS ELIMINADOS POR LA ORINA

En la orina de la mujer y animales hembras normales,
la cantidad de Estrona existente es relativamente pequefia, y en
algan caso ‘se ha extraido la hormona pura, aunque ne pare-
ce dificil poderlo hacer de la orina de yegua, dada la cantidad
que contiene.

El aumento considerable de su eliminacién por la ori-
na, que se produce durante la prefiez, ha sido, indudablemente,
la causa determinante que se la haya aislado de la orina de mu-
jer, y que la de procedencia animal tenga como fuente de ori-
gen la orina de yegua prefada.

Doisy, Allen, Meyer y Butenandt aislaron Estrona cast
simultdneamente, en orina de mujer embarazada, el afio 1929.

- En el afio 1940 Doisy y su escuela, consiguieron aislar
de orina humana a-dihidrofoliculina. De orina de yegua prefia-
da Jongh Kober -y Laqueur caracterizaron nefamente Estrona
v posteriormente Girard y colaboradores, aislaron’ de la misma
fuente, equilina, hipulina y equilenina. Se demostrd, también,
gue contribuye al poder estrogénico de la orina, a-dihidroestro-
na (Hisshman y Wintersteimer), un'isémero menos activo
que la b-dihidroestrona, también encontrada en la misma, ra-
presentando segun los cdlculos de Stilk y L,enchere 1]2 a 2|5
de la actividad estrogénica total.

‘Wintersteimer, Schwenk y colaboradores han aislado
también del mismo origén a-dihidroequilemina..

La circunstancia que en el liquido folicular del ovario
v Ia placenta de algunas especies animales, se haya aislado Hs-
trons y a-dihidroestrona, establecen, indudablemente, su luga*
de origen, pero no se sabe si las sustancias aisladas son origi-
nariamente del ovario o de la placenta, o producto de transfor-
macién en ofra parte del organismo.. Es indudable, que e] es-
tudio de las sustancias aisladas del liquido folicular o del ova-
rio, determiné progFeso interesante en el conocimiento del me-
tabolismo de sustancias que se han llamado satélites de la Hs-
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PROPIEDADES :

Preparado arsenical pentavalente gquimicamente pu-
ro, dotado de propiedades espirilicidas enérgicas y bien
toleradas por el organismo.

INDICACIONES ;

1) Sifilis en todos su periodos
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trona, que en cierto periodo de la prefiez son més importantes
que eHa

Por analogia se supone que las sustancias estrogenlcas
eliminadas por la mujer, o animales hembras normales, son las
mismas que las de las embarazadas.

De. horgbres y animales machos, se ha extraido de ia
orina y diferentes 6rganos, cantidades variables de Estrona.
El caballo es el animal macho que la excreta en mayor canti-
dad; diversos autores han encontrado en la orina entre 35,000
v 30,000 U. I. por litro. Simultdneamente con Haussler, Deu-
lofeu ha aislado con Ferrari, Estrona de orina de caballo iy
posteriormente confirmé su identidad con la de orina de mu-
jer. Cartland y colaboradores, y Beall, han aislado Estrona y
_dihidroestrona del testiculo del caballo y posteriormente, ais-
laron Estrona en orina de hombre, Dingamangse y Lagueur, don-
de parece estar acompafada de otros estrogenos.

En los animales machos, a parte de los casos ya men-
monados, Zondek ha sefialado la presencia de cantidades con-
siderables de sustancias estrogénicas en el testiculo del caba-
llo, hecho confirmado por Haussler, resultando asi el tejidea
que la contiene en méas abundancia. Se la encuentra, tambiérn,
aunque en cantidades mucho menores, en los testiculos-del
hombre, toro, conejo y cerdo.

La sangre de animales superiores investigados, contlen g
siempre estrégenos que no se han individualizado.

La cantidad de Estrona de la orina es variable con 1
sexo0; generalmente mayor en las hembras que en los machos,
aumenta durante la prefiez.

Contiene estrégenos la orina de la mayor parte de los
ammales hembras que se han estudiado; habiéndose encon-
trado, también, en la orina del hombre, desde la infancia: has-
ta la vejez, aunque en algunos casos la 1nvest1ga010n fué ne-
gativa.

Las hormonas estrogenl»aas se excretan por la orina
(Dmsy y colaboradores 1942) conjugadas con Acido glucuro-
nico.

Los productos conjugados son fisiolégicamente inacti-
vos, pero pueden restaurar su actividad, por hidrdlisis.’

INVESTIGACION DE ESTROGENOS URINARIOS

Técnica de Kober.—El color de la prueba de Kober
para la identificacién de estr6genos naturales, es una reacecién
de segunda fase; el primer efecto al calentar con cido fenol-
sulfénico puro, es la produccién de una coloracién amarillents,
parda y cuando esta solucién se enfria cuidadosamente 'y se
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‘diluye con agua y nuevamente se calienta, su color pasa & un
tinte rosado caracteristico.

La produccién de los dos colores unidos y la conversion

‘a un rosado final, estan sujetos a un numero de variables, algu-
nas dificiles de controlar; sin embargo, el rosado final parece
iser comun para la mayoria de estrégenos naturales. Cohen ¥y
-Marrian han probado que la velocidad e intensidad del color
-variag apreciablemente por accién de diferentes elementos del
‘grupo de sustancias estrogénicas; sin embargo, el anéalisis de
muestras de estrégenos con el método original des Kober no
da resultados, aunque'se conozca de antemano la identidad y la
proporcion de ingredientes.

Las diferencias cromogénicas precisas, de tres de los
estrogenos comunes: Estrona, alfa estradiol y estriol, ‘difieren
considerablemente, habiéndose determinado la coneentracion
de cada una de ellas que puede dar soluciones de color rosado
por poseer las mismas caracteristicas de absorclén de los ra-
yos luminosos.

Preparacién del reactivo de Kober.— Se recomienda 5.6
partes de volumen de Acido sulftrico, con 3.6 volimenes de
Fenol fundido. El Acido sulftrico debe haberse sometido a des-
hidratacién preliminar de 24 a 48 horas, en desecador al vacm,
para que la reaccién sea satisfactoria.

Modus operandi.—1 a 3 cc .de solucién standard de
Estrégeno conteniendo 10 a 20 gammas, se introducen en tubos
de prueba que se sumergieron en agua hirviendo; a cada tubo
se afladié 3 cc. de solucion diluida de reactivo de Kober y la
gerie de 8 tubos se sumergieron a intervalos de 15’ en B. M.,
Inmediatamente después de su inmersién, su contenido se agi-
16 durante 10’ con una vagueta de vidrio, cada 2’. Al final de
la reaccion, los tubos se sumergieron en hielo, a los mismos
intervalos y la agitaciéon mecéanica se efectu6 después de 5.
La solucion coloreada estuvo lista para el examen fotométrico.
Para este acto se completo el volumen a 10 cec. con solucién di-
luida de. Acido sulfarico (3 volumenes de Acido sulfirico con-
centrado con 7 volimenes de agua) y el contenido se trasfi-
ri6 a los tubos propios del fotémetro.

Kober descubrid, en 19341, que cuando la Estrona se ca-
lienta con Acido sulfdrico Concenirado y Fenol, da color ama-
rillo. Al aumentar agua y calentarla de nuevo, este color cam-
bia a.rosado. Desgraciadamente, el color rosado no es estable
y ademds el reactivo actia sobre otras sustancias de la orina,
produciendo color bruno,. que enmascaran el rosa debido a la
Estrona,

En 1934 Cohen y Marrian trataron de obviar estas difi-
cultades, modificando el método, usando el colorimetrg de Le-
vibond, midiendo el inestable color rosa en su méaxima inten-
sidad.

[T TR S S IPE SO S RTINS SRS SR CATSVNCT, PSS
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El efecfo interferente del color bruno, se descarta agre-:
gando agua oxigenada. i

Pincus, Wheeler, Young y Zahl usaron, en 1936, el fo-
tometro de Pulfrlch pero solo lo emplearon con orina de mu-
jer gravida. ,

Bl color marrén es prodUCto de tostamiento de la ma-
teria organica de la orina.

La especificidad de la reaccién, se prueba por no haber
encontrado otra sustancia de la orina humana, que produzca
color rosado con el'reactivo de Kober,

Factores que influyen en la reaccién de Kober.—La com-
posicion del reactivo y la cantidad usada. El tiempo durante
el cual la Estrona se calienta, para producir color amarillo, La:
cantidad de agua afadida a la mezcla amarilla, y el tiempo de
recalentamiento requerido para convertir el color amarillo en
el especifico color, rosado final. !

Después de cuidadoso estudio de todos estos factores;
se ha probado que 3 cc. del reactivo de Cohen y Marrian som
suficientes para desarrollar el maximo color rosado, en 106
microgramos de BEstrona.

La estabilidad e intensidad del color depende de la can-
tidad de agua afiadida y el tiempo de calentamiento. Variando
cstos dos factores se consiguen diferentes estados de equilibrio.

La completa conversién del amarillo al rosa, se obtiene
si se afladen 3 cc. de agua y se calienta 3 minutos.

‘Preparacién de la orina.—Gran parte de la Estrona de 1l
orina se encuentra combinada con Acido glucurénice. La Es-
trona queda libre por medio de la hidrdlisis y otros constitu-
ventes se extraen por medo de Hter. La HEstrona libre y combi-
nada que contiene la orina, se extrae con alcohol butilico. - E!
calentamiento al autoclave a 120° debe ser de 2, 3 y 4 horas.

Extraccion de Estrona. — 200 a 300 cc. de ori=
na' de acidifican con Acido clorhidrico y se pasan por un ems
budo de separacion, cuatro veces con Alcohol butilico; se agre-
2a 20 a 30 cc. de solvenle para cada extraccién; las porciones
del Aleohol butilico se juntan y lavan una vez con b cc. de agua.

Cuando la orina forma una emulsiénieon el Aleohol bu:
tilico, se centrifuga la mezecla; el Alcohol ‘butilico se evapota
bajo presién mediana., El residuo se disuelve en 2 ce¢. de:Al-
cohol etilico de 90 % ; se adiciona agua en canhdad ¢uflmen-
te para hacer la solucién de aleohol etilico al 10 % ;

Hidroélisis de los extractos.—El extracto es diluido da
raodo que 1 cc. equivalga a 2 cc. de la orina original, se calienta
v hierve el alcohol; la mezcla se acidifica con Acido clorhidri=
co concentrado, agregando 0.6 adicionales de &4cido para 100
cc. de orina; todo se coloca en frasco cubierto con ldmina de
estafio § se introduce en:autoclave.a 4120° por 3 horas, no.sin
antes agregar rojo congo. Después de la hidrdlisis, 'se proces



6x LA CRONICA MEDICA

de a extraer de la mezcla con éter, destilando o lavando los ex-
tractos con solucién de sulfato ferroso. Repitiendo la operaci6r
cuaftro veces, se agrega pequefias cantidades de agua por dos
veces, evaporando casi a sequedad completa. El residuo se di-
suelve en Alcohol caliente; 1 cc. de extracto de Alcohol -debe
equivaler a b cc. de orma orlglnal si la Estrona es menor a
1000 microgramos por litro de orina.
La determinacién colorimétrica puede efectuaree cuando
el extracto contiene b a 30 microgramos de Estrona. !
Determinacién colorimétrica.— 1 a 2 cc. de los extrae-
tos de orina se evaporan hasta sequedad en un tubo de prueba.
Le evaporacién se puede llevar a cabo en un tubo de agua hir-
- viendo, haciendo que pase una corriente de aire, después cadsa
tubo se coloca en un desecador sobre Acido sulfirico durante
{ hora; 3 cc. del residuo se colocan en un bafio de agua hirvien-
do durante 20 minutos; el tubo debe sacarse del bafio duran.e
los 10 primeros minutos, dos veces y moverse para asegurar la
mezcla completa del reactivo, por ser muy viscoso. Al final de
los 20 minutos, el tubo es transferido a un bafio de hielo, por
lo menos durante 5 minutos El agua agregada y el conte-
rido se mezcla con un palito que se deja en el tubo durante
el resto del proceso. Durante el afiadido de agua, el tubo no
se saca del bafio de hielo, porque es esencial que la tempera-
tura no suba. El tubo entonces se coloca en bafio de agua ca-
liente durante 3 minutos, enfriandolo de nuevo durante 3 m:-
nutos en bafio de hielo, agregando, por Gltimo, 1 cc. de una
solucidén al 10% de Acido sulfarico, para conseguir un total de
15 ec. )
Técnica de Marrian y Cohen.—De acuerdo al procedi-
miento de Cohen y Marrian se toma 2 cc. del reactivo de Acido
fenol-sulfénico y se agrega al extracto de orina hidrolizada; se
calienta durante 10 minutos en bafio de marfa hirviente, y a
continuacion se coloca en agua helada al rededor de 1 minuto;
luego la solucién- se aumenta a %4 cc. con Acido sulfarico al
5% ; dspués de mezclarlas se enfria con agua helada, a] rede-
dor de 1 minuto. A los 10 minutos de efectuarse la mezcla
se desarrolla el color en su maxima intensidad y se apfecia en
el fotémeitro. El color permanece constante por mas o menos
10 minutos. :
Las observaciones llevadas a cabo prueban que la Es-
trona y el Hstradiol se comportan en forma similar, indicando
dos puntos méximos: uno a 510 a 512 mu. y otro a 464 mu.
Por consiguiente, al hacer las determinaciones del contenido de
hormona en los extractos de orina, se efecttia al mismo tiem-
po una curva de concentracién de hormona pura cristalizada.
Técnica de Cartland, Meyer, Miller y Ruiz.—Con esta
técnica sé calienta el extracto de orina con 0.2 cc. del reac-
tivo Fenol-sulfénico por 2 minutos en un bafio, de agua hirvien-
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do, y se eniria la mezcla con agua corriente durante 1 minu-
to; se afiade 0.2 cc. de agua y se calienta a 125 grados en un
hano de glicerol, durante 2 minutos; se enfria nuevamente la
mezcla por 4 minuto y se afiade 0.6 de agua.

Técnica del Cloruro benzoilico.—Es modificacion del
procedimiento usado, en 1924, por Gartz para obtener Co-
icsterol; se extrae el disolvente de la hormona que a continua-
c16n se disuelve en 2 cc. de Acido acético glacial, con 1.5 ce. de
Cloruro benzoilico, se mezcla con la anterior en un bafio de
agua a 70 grados. Se deja que la mezcla se enfrie con el bafiy
.de agua, durante 20 minutos, y se completa a 5 ¢c. con Cloro-
formo..

- Esta técnica es tipica para determinar el contenido de
Estrona de la orina o de cualquier otra procedencia. Hs tan
sensible como la del Acido fenol-sulfénico y tiene la venta;a
gque no se obtienen soluciones coloreadas. :

Los reactivos, desgraciadamente, cambian algo de dia
en dia (el elemento benzoilico es marcadamente higroscopico),
asf que debe prepararse una curva de concentracion con hor-
mona pura para cada juego de determinaciones.

La investigacién colorimétrica comparativa de Estrona
de orina humana y de coneja, es practlc&mente idéntica, con lo3
datos obtenidos con Fenol-sulfénicg para orina humana, pero
con orina de coneja la investigacion con Cloruro benzoilico, in-
variablemente de resultado mayor. Los resultadoe« son apro-
ximadamente dos veces mayores que los obtenidos con Acido
fenol-sulfonico, sin tomar en cuenta el grado del ciclo sexual
de la coneja. Esto implica tacitamente, que los extractos de la
orina de coneja, contienen ciertas sustancias adicionales, que
se hallan presentes en proporcion constante, en las materias
reveladas por el Acido fenol-sulfénico. Si no existen sustan-
cias adicionales revelables por el Cloruro benzoilico, la inten.
sidad del color desarrollado con Cloruro benzoilico es dos veces
mayor que las intensidades correspondientes de las hormonas.

En Santiago de Chile la Srta. Gribell S. Ema estudio
el afio 1949 la eliminacén de estrogenos por la orina, em-
pieando el método bioldgico y el quimico, segun la técnica de
Kober con las modificaciones propuestas por Salter, Humm g
Oesterling que permiten eliminar los pigmentos urinarios.
Sus investigaciones se concretaron a buscar Estrona en orina
de mujer embarazada.

Preparacién de la solucién standard.—Se tomé una
solucioén standard de 4 miligramo de Estrona Sintex por ciento,
se hicieron las diluciones correspondientes; se llevaron al fo-
tocolorimetro y se obtuvo el factor que fué 0.0324.

Con este elemento basico para efectuar las cornparacw-
neg, se procedié a realizar las mvestlgamones con los resulta-
dos que van a comntinuacion,
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G6 .
ELIMINACION DE ESTROGENOS POR LA ORINA

Nombre Raza ‘Edad Estado Cantidad 4
Vo Ve Blanca 27 Normal. 5.20 miligs.
RIS @S Blanca, 24 Normal. 6.01

e TR Blanca, 22 Normal. 5.90
B. V. Blanca 21 Normal,. 5.01
J. M. Mestiza. 24& Menstruacion. 19.44
. 8. India 30 > 18.46
B. V. Mestiza 27 » 17.88
J. A. Mestiza 24 » 16.40

QAR Mestiza 26 1 mes gestacién. 6.20
C. M. Mestiza 28 2 meses » €.48
R. M. Blanca 21 2 > » 7.12
C. 8. India 32 2 > > 6.48
B. M. Mestiza 26 212 » 5 ‘745
e Blanca, 24 3 meses » 8.20
L. M. Mestiza, 25 4 > > 10.40
T Mestiza 27 5 > » 15.40
Jneds Mestiza 22 5 » > 15.87
W. Z. Mestiza. 18 B > 15.20
A. C. Mestiza. 22 512 » 5 13.10
L. W. Mestizs, o ke e > 19.93
120 i Blanca 26 7 > » 19.18
T I, Mestiza =2 712 » » 19.10
G. O. Mestiza 22 8 > > 20.41
A. G. Mestiza, 35 8 > > 19.94
B, J. Mestliza, 23 812 » > 20.80
“J. L. Mestiza, 23 9 » > 18.20
EI Gl Mestiza, 24 9 » > 24.80

COMENTARIO SOBRE LOS RESULTADOS

Las cifras halladas, son bastante sugestivas, porque va-
rian segun el estado de la persona, en cuya orina se investigd
la cantidad de Estrogenos eliminados.

Las investigaciones se efectuaron en orina de mujeres
que concurren a la Maternidad de Lima, averiguando e] estade
en que se encontraban, para poder relacionar la cantidad de Es-
trégeno eliminado con el aparente estado normal de salud, el

catamenio y el embarazo.

Las comprobaciones efectuadas permiten afirmar que
la. cantidad de Estrégenos varian segun los tres estados en los
que se hizo la investigacion. En la mujer aparentemente nor-
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mal, la cantidad de Estrégenos que se eliminan por la orina
oscila entre 5.01 y 6.04 miligramos por mil. En la' mujer
menstruante, la cifra de Estr6genos que aparece en la orina os-
cila entre 416.40 y 19.44 milg. por 1,000. En la mujer em-
barazada la cantidad de Esfrégenos eliminados por la orina aut-
menta a medida que ‘avanzan los meses de prefiez; asf, he com-
probado que si en el primer mes hay 9.20 milg. de Estrége.
nos eliminados por la orina, al noveno mes esa cantidad es
24 80 milg. por 1,000.

Estos resultados estarian en relacion con las activida-
des funcionales del organismo materno, durante el estado de
salud, el catamenio y el embarazo. :

Formulando cifras medias de 1os Estrogenos eliminadeos
paor la orina, de acuerdo con los resultados segin mis compro-
baciones, puedo indicar las que van a continuacién:

S e

Mujer aparentemente normal (4 casos) 5.53 milg. por 1,000
Mujer menstruante (4 casos) 18.04 » > >
Mujer en los. tres primeros meses de

embarazo (§ casos) 6.99 > >
Mujer del 3¢ al 4e mes (2 casos) 9.80 > >
Mujer del 4° al 5¢ mes (4 casos) 12,81 » > >
Mujer del 5o al 62 mes (1 caso ) 15.88 » > >
Mujer del 6 . al T, mes (2 casos) 19.39 > >
Mujer del 7° a1 80 mes (2 casos) 20.92 > > »
Mujer del 82 al 9¢ mes "2 casos) 21.66 » 3y

CONCLUSIONES

1.—Se ha estudiado cuantitativamente, por primera
vez en el Perq, la eliminaciéon de Estrégenos en orina de mu-
jer. :
2.—Se ha seguido para investigar los Estrégenos uri-
narios la técnica fotocolorimétrica recomendada por Kober
(1934) y modificada por Marrian y Cohen (1934), Cartland,
Meyer, Miller y Ruiz (41935) .

3.—Se han efectuado tinicamente 1nvest1gacmnes en la
11’111_]81‘ tanto aparentemente sana, como menstruante y emba-
razada.

4 .—1Los resultados obtenidos permiten afirmar que las
cantidades de Estrégenos eliminados por la orina, varian con-
" siderablemente segun los diversos estados en que se encon-
traba la mujer cuya orina se examinaba. Asj, en la aparente-
. mente sana ila cifra de Estrogenos varia entre 5.01 y 6.04 milg.
por 41,000; en la mujer menstruante entre 16.40 y 19.44 y en
la grivida entre 6.20 y 24.80 milg., segtin €l tiempo de em-
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barazo, siendo las cifras extremas indicadas, las correspondien-
tes al primer mes de gestacién y noveno, respectivamente.

5.~—La eliminacion de Estrogenos por la orina de Ila
mujer embarazada aumenta a medida que avanza la prefiez,
aunque en los dos primeros meses las cifras que se encuentran
son més o menos iguales a las que ofrecen las orinas examina-
das de mujer aparentemente normal,
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Prensa médica

D. HUGHES.— EI tratamiento de la amebiasis con Au-
reomicina,— ‘“The Journal of the American Medical Associa-
tion”.— Vol. 164.— Pag. 1052. Chicago 1950.

Dicen que fueron MacVay, Laird y Sprunt los que mos-
traron la eficacia de la aureomicina frente a las amebas, abrien-
do asi un nuevo campo en los ya numerosos que para su apli-
cacion fiene este antibiético.

Comunican los resultados obtenidos en 38 enfermos de
su clientela particular, resistentes a las terapéuticas habituales,
aun a las méds modernas, y que todos ellos presentaban sinto-
mas activos de dmeb1a515 y deposiciones francamente positivas
a la investigacién del parasito.

En cuanto al métode de tratamiento‘, dicen que a cada
enfermo se le administraron 28 capsulas de 0.25 gramos de au-
reomicina, durante un periodo de tiempo que oscilo, segun los
casos, entre cuatro y siete dias. Las nauseas propias de la me-
dicacién se combatieron con antidcidos, alcalinos, belladona y
barbituratos, y los espasmos mtestmales con e11x1r paregorico.
Por lo demas, no hubo mas molestias, aunque algtn otro pa-
ciente se quejo duranfe la cura de sensacién urente en el rec-
to o en la regién perianal,

Lo verdaderamente dificil es distinguir las recidivas de
las reinfeccionese, pues como la infectacion no deja inmuni-
dad, es muy dificil precisar el mecanismo en virtud del cual un
determinado enfermo, que ya no tenla parasitos en las heces.
vuelve de nuevo a presentarlos. En cuanto el criterio de cura-
cion, fué examinar las heces dos semanas después de haber apli-
_cado la ultima dosis de aureomicina, El examen se hace en cin-
co muestras diferentes de heces liquidas, conservadas en ca-
liente y obtenidas por la administracién de un purgante salino,
Si este examen era negativo y el enfermo estaba llbre de sin-
tomas, se le congideraba curado.

Las objeciones a este criterio de curacién se las pone
el mismo autor, que dice que seria deseable un criterio mas ri-
gido; pero que en la practica privada no es ‘‘prudente” moles-
tar a los enfermos para méas exdmenes, cuando los cineo prime-
ros hechos con ciertas molestias han sido ya francamente nega-
tivo. » ,

En cuanto a los resultados, todos los enfermos mejora-
ron con el tratamiento, y muchos de ellos se encuentran tan
rperfectamente que se niegan a creer que siguen albergando el
-parédsito. La curacion, efectiva expresada en cifras alcanzé el 71
por ciento.
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W. SAISFORD y S. EVANS.~— La Hialuronidasa en la
terapéutica infantil.— ‘“The Lancet’.— Pag. 507.— London,
1949. - .
Los autores hasan sus trabajos en las cualidades de este
- ya bien conocido factor de difusién de Duran-Reinald y Mac
Lean, y emplean este factor, junto con soluciones salinogluco-
sadas o plasmoglucosadas en 29 nifios que padecian grados di-
versos de toxicosis. :

Los resultados atestiguan ampliamente que el método es
inocuo y que permite un gran aumento del volumen liquido
que es posible inyectar' porque aumenta hasta lo inconcebible
la rapidez de absorcion. Ademés, y pese al volumen grande de
liquido, la inyeccién es totalmente indolors por la haja tensién
a que se situan los liquidos que se inyectan conteniendo la en-
zima,,

La hialuronidasa se prepara en ampollas de un miligra-
nie en polvo, al que hay que afladir en el momento de su em-
pleo un centimetro cubico de agua destilada, porque las solu-
ciones pierden su actividad con gran rapidéz, debiendo hacerse
la solucion en el momento de aplicarla. ;

Los autores probaron, antes de aplicarla a la cl’nica huma-
-na, la actividad de difusiéon de la enzima sus posibles efectos
ajérgicos y su toxicidad, llegando, tanto en cuyes como en rato-
nes, a conclusiones del todo favorables; es decir, que aumenta
extraordinariamente la difusion, que nop origina nunca fenc-
rienos alérgicos y que carece por completo de toxicidad.

En cuanto a los métodos de aplicacion, después de varios
ensayos dicen que lo mejor es inyectar el miligramo de hialuro-
ridasa disuelto en un centimetro ctbico de agua:destilada, va-
liéndose de una jeringa, de un centimetro ctihico, con cuya agu-
ja perforan el tubo de goma a través del cual corre la solucion
que se inyecta. I

La perforacién del tubo debe hacerse tan pronto comoii-
comience a pasar el liquido, y aproximadamente a una pulgads
del pabellén de la aguja cuya punta estd ya en el tejido celulac

-subeutdneo. La altura del frasco de la solucién se gradua para
que se puedan inyectar apreximadamente 200 centimetros cu-
bicos cada ‘media hora, y el sitio ideal para hacer la puncida,
segun los autores, es la pared abdominal anterior, siempre me-
nos contaminada que el muslg y que permite una mejor pos-
tura en la cama al pequefio. :

En los casos en que se inyecte plasma concentrado ¢
grandes cantidades de suero, la dosis de hialuronidasa puede
duplicarse sin el menor temor. g

Los resultados obtenidos con este método, son segun los
autores comparables a los que se obtienen con la aplicacién in-
travenosa, y en todos los casos se consiguié una rehidratacién
eficaz y persistente.
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