BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Contribucidn al estudio del
Baccharis Cordifolia (D. C.)

Arreguine, Victor

1918

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Arreguine, Victor. (1918). Contribucion al estudio del Baccharis Cordifolia (D. C.). Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0119_Arreguine.pdf

Cita tipo Chicago:

Arreguine, Victor. "Contribucion al estudio del Baccharis Cordifolia (D. C.)". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1918.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0119_Arreguine.pdf

UBA
Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0119_Arreguine.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0119_Arreguine.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

at s . Decacd e o Jacuitzd, :
_ . 4 ¢
cTng. WW _Li:}
/émucouvléﬂ /
(v

VWW

Contribucidén al estudio

DEL

Baccharis Coridifolia o.c

.S\e‘ * "\s’t"ll .
- \ {\' '(!, >
f}“’..v B! "ffvim? :;f-;;;'x
| 0\/ DD t228
2

{”? “19




Universidad Nacional de Buenos Aires

Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

CONTRIBUCION AL ESTUDIO

Baccharis Coridifolia . c)

TESIS

presentada para optar al titulo de Doctor en Quimica

POR

Victor Arreguine (hijo)

f f,\‘

/;' WUNS DA ™
f% E!.Mt‘:rv:z A,
' " p AW
(_ﬂ r‘m D1G 1&*'* };._/;
78 £ 9

.
NS ro l ” B R
NG Y S R ¥ Lot ./
N R P A\ AR
T vkt .\‘::\‘.u:.
s CANILAN R BriTRd et -
M AR V7 B0 L o

o

o

Imp. FERRARI Hnos. Balcarce 345
BUENOS AIRES

1218



Padrino de tésis

Dr. Julio J. Gatti



A los Doclores

Bernardo A. Houssap

y
Alfredo Sordelli

que me orienfaron en la realizacién

de esfe trabajo :



v

A los Doclores

Enrique J. Poussart
Julio J. Gatti

Enrigue Herrero Ducloux
Guillermo F. Schaefer
Horacio Damianovich
José A. Medina

Jacinto T. Raffo



A mis profesores:



A la memoria de m: madre

A los mios



Seiniores Consejeros,

Sefiores Profesores:

Al someter a vuestra considcracion el presente trabajo,
en el que manos mas expertas sin duda que las mias me han
precedido; lo hago animado por un entusiasmo fruto de la in-
vestigaeion,

Labor larga e insegura, ha sido la nuestra, al desconocerse
la naturaleza de la substancia activa en si; una de aquellas, en
que, la voluntad y la perseverancia han tenido que ser nues-
tras mas ficles companeras.

La investigacion del veneno del Baccharis, econ que inicia-
mos el trabajo, ha sido después completada con varios otros
capitulos, entre los cuales aquellos relativos a la cera y la esen-
cia merecieron sobre todo nuestra ateneion por no haber sido
tratados hasta el presente por los muchos autores que de esta
planta de han ocupado.

LEste trabajo ha sido realizado por otra parte, bajo la
direccion de los Dres. Bernardo Houssay y Alfredo Sordelli
del Instituto Bacteriolégico de esta capital, los que con su
eficaz ayuda y sus valiosos eonsejos han contribuido en mucho
a su realizacion. Para cllos, asi como para el Dr. Iinrique
Herrero Ducloux y el Prof. Juan A, Dominguez; y los Dres.
Prof. Rodolfo Kraus y Fritz Bade, Dircctores respectivamente
del Instituto Bacteriologico y del Laboratorio de Quimica de

esta Facultad, nuestro mis intimo reconocimiento.
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Es el mio-mio, sin duda alguna, entre las numerosas espe-
cies vegetales toxicas de nuestros campos, aquella que mayor
fama tiene de tal y la que posiblemente mayor nimero de
accidentes ha provocado., Abarcando una amplia zona de dis-
tribucién geografica, desde las Pampas hasta los estados sub-
brasilefios, se la cncuentra en casi todas las provincias de la
Reptiblica, abundando especialmente en aquellas del litoral.

Pertenece el mio-mio al género Baccharis, de la familia
de las compuestas, el que cuenta con eerca de 300 especies ex-
clusivamente americanas y cntre las cuales muchas de ellas
tienen propiedades toxicas.

Su nombre cientifico es el de Baccharis Coridifolia D. C.
correspondiéndole sin embargo, segan Lillo, por razones de
prioridad, el de Baccharis Montevidensis (Spreng) Schultz, y
recibiendo vulgarmecote el de Mio-Mio en el Uruguay, Entre
Rios, Santa F¢; ¢l de Nio en las provineias andinas y el de
Romerillo en la de Buenos Aires; en la que plantas muy di-
versas reeiben andloga denominacion,

Del Mio-Mio suelen distinguirse dos variedades, el negro y
el blanco (Baccharis coridifolia y Baccharis artemisoides, res-
pectivamente), pero solo el primero es el dotado verdadera-
mente, de propiedades toxicas enérgicas.

La bibliograffa botanica al respecto es abundante, traseri-
biendo nosotros aquella que el Prof. L. Haumar le facilitara
al Dr. B. Houssay, y la que cxtractamos de la Revista del
Instituto (I, 1).

La descripeion botanica de esta planta es, segin Durafiona
y Dominguez, la siguiente: ‘‘subarbusto muy ramoso, casi lam-
pifo ,que alcanza de 30 a 40 em. de altura; de raiz fusiforme
muy fibrosa de 2 ecm. de didmetro. El eje principal y los ra-
mos nuevos se¢ presentan estriados longitudinalmente, con sur-
cos rojizos y lineas prominentes verdes,
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Las hojas son alternas, sésiles, lineares, con pestaiias agu-
das en el margen, rigidas, aserradas, dsperas, de color verde
claro, con la nervadura principal saliente en la eara superior;
las del eje principal miden de 3 a 5 em. de largo por 1 14
a 2 mm. de ancho, las de los ramos 2 a 2 1%, cm. de largo.
Inflorecencia didica con paniculo prolongado terminal; capi-
tulos pedicelados con 5 a 8 flores amarillas. El paniculo mas-
culino es més ramificado, con numerosas escamas mas asperas.
El vilano del aquenio es peuriserial.’’

Su época de floracion es el principio del otofio y fin del
verano, durante los meses de Marzo y Abril, adquiriendo en-
tonces su miximo de toxicidad.



Extructura histolégica

El estudio de la extructura del Baccharis tan solo ha sido
efectuado en sus hojas, tallos y raices, no presentando éste,
por otra parte, particularidades o anomalias en el desarrollo
de sus sistemas histolégicos que obligasen a un estudio més
prolijo de dicha extruetura. Dadas las condiciones naturales

de vida de esta planta con caradcter xerdfilo bien acentuado,

es entonces facil de observar y explicarse el desarrollo exage-
rado del lefio, asi como las reducciones de otras capas celulares

.cuyo espacio de crecimiento ha reducido (parenquimia foliar

en las hojas, liber y feloderma en los tallos, ete.)

En cuanto a la técnica empleada en la obtencion de los
preparados, hemos seguido las utilisimas indicaciones que el
Sr. Augusto Scala sobre el particular hace al respecto en su
obra, habiéndose seguido el método de doble coloraciéon de car-
min y verde de iodo.

Extructura de las hojas
Recubiertas las hojas por una epidermos compuesta (1

Fig. I) formada por células cibicas més o menos aplanadas,
presenta muy escasos estomas, siendo éstos mas abundantes en

la cara inferior que en la superior. El parénquima foliar ca-
racterizado por células en empalizada (2) se agrupa en torno
de la nervadura central (3) asi como de los hacesillos libero
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lefiosos (4) los que se extienden ademds en toda la region in-
fraepidérmica. |

Tallos

Los tallos de extructura secundaria (Fig. 2) presentan

sucesivamente, una parte cortical (1) provista de pequefios
pelos, del feloderma (2); viniendo después la zona del liber
(3) y la lenosa (4) y por ultimo la region medular que ocupa
el centro del tallo, con sus radios medulares caracteristicos
-que atravesando el leno avanzan hacia la periferia (6).




Raices

La extructura de las raices (Fig. 3) no ofrece mayores

particularidades. Recubierta por una capa exterior epidér-
mica (1), presenta por debajo el parénquima cortical (2) al
que sigue el endoderma; estando constituido el cilindro cen-
tral por la zona medular y los hacecillos lenosos que predo-

minan, y los liberianos.
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Anidlisis inmediato

(II* PARTE)

El anilisis inmediato del Baccharis Coridifolia fué prae-
ticado sobre una muestra homogénca de planta floreeida segiin
la téenica preconizada por Draguendorf-Schlagdenhaufen en
su tratado de anilisis de vegetales. Esta fué completada, por
decirlo asi, con algunas observaciones mis modernas, como
aquellas que en sus tratados y publicaciones nos han sugeri-
do Allen y Wiley; Power y Arata, cte.

La cifra de humedad correspondiente a la muestra desti-
nada a este analisis, sccada al aire, ha sido de 12.59 % y la
de cenizas de un 10.37 9%, siendo la proporcion de agua para
cada una de las partes del vegetal la siguiente: _

Flores ....covvviviiininnnn... 13.38 %
Hojas ......ooivivnviininnnn.. 11.20 %
Tallos ......covvviviiin.. 11.76 %
Raices ..., .. 12.25 %

En cuanto a los valores en cenizas obtenidos para cllas
nos ocuparcmos mas adelante al tratar de dstas.

Las extracciones con disolventes han sido hechas en ex-
tractor Soxlhet, hasta agotamiento, sobre 40 grs. de la
mucstra anterior, habiéndose usado sucesivamente, tetracloruro
de carbono, éter, aleohol ctilico (95°8), cte.

Los valores obtenidos para cada una de estas fraceiones
calculados en materia scca por ciento, son los siguientes:
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a) Substancias solubles en CI,C .............. 6.39 %
b) » » » éter ... ... 1.317 %
c) » » » C,II,.OH .......... 7.34 %
d) » » » H,0 ...l 11.05 %
c) » » » SOII, (1 %) ...... 14.765 %
f) » » » NaOI (2 %) ...... 26.482 %
) » » » H,0 4+ Br 4+ NH, . 4.216 %
i) Celulosa y cenizas residuales .............. 13.90 9%

Agua ... e 12.59 %

Pérdidas ............ ... ..., 0.198 %

100.000

Materias soludbles en Cl,C

La extraccion de las substancias solubles en este divol-
vente permite obtener un residuo abundante (6.39 %) de co-
lor marrén intenso, en el que junto a resinas diversas, ceras
¥y substancias grasas se encuentra unida una fraeeién elevada
del principio activo, Esta masa, tratada con agua repetidas
veces cn bafio maria y llevada a sequedad para privarla de
esencias, alecanfores y otros cuerpos volatiles en estas con-
diciones, acusé asi una pérdida de (0.25 %). Sometida el
residuo fijo de nuevo a la aceion del agua y de HCI diluido
e investigadas en las soluciones la presencia de alcaloides y
glucosidos obtuvimos resultados negativos, aan .despuéds de
repetidos ensayos.

La fraccion residual tratada en caliente con aleohol a 707,
cede a este disolvente, al mismo tiempo que una pequeila
fraccion de sales una substancia de naturaleza grasa que pu-
rificada y por enfriamiento se concreta en una masa cristalina,
Trilase evidentementy de una substancia casi pura, siendo el
punto de fusion de sus fracciones sensiblemente constante en-
tre 41° y 42°. Sometida a la aeeidon de un calor méis clevado;
se descompone dando vapores de olor semejante al que dan
las grasas cuando sc¢ queman.

La escascz de la muestra no nos ha permitido mayores de-
terminaciones, a las que tan soélo agregaremos cl valor del

indice de refraceién que es de 1,5199 para la temperatura
de 50°,



El residuo ya agotado por aleohol a 70° tratado cn calien-
to con alcohol a 95° permite separar a su vez dos fracciones;
ura Insoluble en frio correspondiente a ceras, la otra soluble;
la materia activa.

Resta asi una poreidn residual insoluble en alecohol ca-
liente a 93°, de color marron obseuro, totalmente soluble en
cloroformo y que parcece estar constituidas por materias gra-
sa o resinosas mas eomplejas.

Los valores obtenidos son los siguientes:

Extracto total ............ ... . .. .. .. ..., 6.39 %
Cenizas del extracto ............... ... .. 0.0075 %
Substancias voldtiles econ I1,O a 100 .......... 0.2352 %
Materias solubles en agua .................... 0.5287 %
Cenizas del extracto acuoso ................... 0.0050 %
Materias insolubles en agna .................. 5.8613 %
Substancias solubles en aleohol a 70° ........... 0.5370 %
Ceras ... ..ot e 0.338 %
Resina activa lenta ........ ... .. .. .o il 2.153 %
Grasas y ceras residuales (fraceion soluble en

CCLII) o e 2.123 %
Pérdidas .........ccoviiiiiiiiiiiin e, 0.2674 %

Fraccion soluble en éter

Il vegetal agotado por CCl,, sometido a la accion de este
disolvente cede una fraceidon bastante reducida de materia.
Esta de color verde intenso estd constituida casi anicamente de
materias colorantes (clordfila y derivados) y resinas.

Tratada la masa por agua caliente y IICl n/, a fin de in-
vestigar la presencia de alcaloides los resultados por nosotros
obtenidos han sido negativos o por lo menos lo suficiente du-
dosos como para no poder ser considerados como tales.

Los resultados obtenidos son:

Extracto etéreo total ............ ... ... .. ... 1.3175 %
Substancias solubles en IILO .................. 0.3095 %
Substancias insolubles .............. ... ... ... 0.9180 %

Cenizas totales . ..... ...t 0.0900 %
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Substancias solubles en C,H, OH (99°8)

Esta fraccién abundante y ligeramente coloreada por ves-
tigios de clordfila se caracteriza, en los analisis de vegetales,
por contener aziicares taninos, ciertas resinas insolubles en los
disolventes anteriores y un abundante residuo de sales inor-
ganicas.

En clla se han practicado segiin la técnica de los autores
antes mencionados las siguientes determinaciones:

Extracto total ................cciiiiiiinnn... 7.35 %
Substancias solubles en agua .................. 5.360 %

» insolubles en agua (Resinas y ma-
terias colorantes) ............... ....... 1,97 %
Cenizas del extracto total .................... 0.9140 %
» » » ACUOSO .+ .vvvrvvnnnrsnnens 0.7805 %

Substancias del extracto acuoso ppbles, por suba-
cetato de Pb (taninos, dcidos organicos, etc.) 1.843 %

Azicares reductores ........ 0.000 %
Subt. no ppbles. »  no reductores valo-
3.522 % rados en C,H,,0, ......... 1.3 %

Substancias indeterminadas . 2.172 %

Materias solubles en H,0

El extracto acuoso de la planta agotada por los vehiculos
anteriores dié los siguientes valores para los términos abajo
mencionados:

Extracto acuoso total ........ . oo, 11.05 %
Cenizas del extracto anterior .................. 3.495 %
Substancias precipitables por acidulacion ....... 3.927T %
Nitrogeno total ........coovveneiiieienivrnns 0.896 . %
AzGcares reductores ..........cceciiiaarann vestiglos
Polisacaridos hidrolizables en glucosa .......... 1.231 %

Materias solubles en SO, al (1 %)

Esta fraccién, de valor analitico Gnicamente, dié los si-
guicntes resultados; habiéndose determinado el almiddn por cl
método preconizado por Fleurent en su tratado de analisis so-



bre una muestra agotada previamente por cloroformo y alcohol

y la cifra de albuminoides multlphcando la cantidad de N del
Kjedhal por 6.33.

Extracto sulfirico (SO, H, (1 %) ............ 14.765 %
Almidén ... ... 7.955 %
Albuminoides ................ ... ... ..., 2.05 %
Cenizas del extracto sulfirico ................. 2.63 %
Pérdida ...........oo i, 213 %

Materias solubles en NaOI (2 %)

En él solo se han determinado las siguientes fracciones:

Lxtracto alcalino (NaOH 2 %) .............. 26.482 9%
Materias precipitables por acidulacién ......... 20.802 %
» no precipitables por acidulacién ..... 5.68 %

Elementos solubles en agua de bromo y amoniace

Comprende esta fraceion aquellas substancias que ha-
biendo resistido a los agentes anteriormente empleados y me-
diante un proceso intenso de oxidacién son suseceptibles de
entrar cn solucion en los liquidos alcalinos. Se las determina
tan solo globalmente bajo la denominacién de:

Lignina y materias colorantes .. 4.216 %

Celulosa y cenizas residuales

El residuo del vegetal producto de los fraccionamientos
anteriores se¢ lo considera como celulosa pura méas una frac-
cién de productos minerales en ella incrustados. Su deter-
minacién se hace por diferencia, mediante la destrucecidn del
hidrato de carbono por combustion.

Los valores obtenidos fueron:

Celulosa pura ................ 14.342 %
Cenizas residuales ........... 1.320 %






Composicién de las cenizas

Son bastante escasos los datos referentes a la composi-
cion de las cenizas del mio mio que hemos podido obtener;
Chavanne menciona algunos datos al respecto; pero ni Doe-
ring ni Max Siewert se han ocupado del problema. Este pre-
senta, por otra parte, diversas dificultades, dada la extensa
irea de diseminacion de ecsta especie y la consiguiente in-
fluencia de los suelos sobre la proporeion de los elementos inor-
ganicos en los vegetales. Los datos obtenidos por nosotros di-
fieren sensiblemente con aquellos de Chavanne anteriormente
mencionados, no sélo desde el punto de vista ponderal, sino
también en lo que respecta a su faz cualitativa.

Por nuestra parte cl andlisis ha sido efectuado sobre una
muestra homogénca de cenizas, producto de la calcinacion de
matas enteras de Baccharis en estado de completa floracién
(Febrero y Marzo) procedentes de Caseros (Entre Rios).

Pueril seria describir la forma en que la calcinacién
ha sido efectuada, asi como la separaciéon del vegetal de los
elementos extrainos que lo acompainan y en cuanto al anilisis
en si me concretaré a indicar tan sélo los métodos hacia los
cuales nuestras preferencias se han inelinado.

Un ensayo preliminar nos permitié ante todo cerciorarnos
de la existencia de ella en pequeiias cantidades de Mn; de la
proporcion de P,0,; Al,O,, Fe,0, asi como de la ausencia de
Li, Cs-Rb, Sr. ¥y Vanadio.

La proporcion de cenizas para el vegetal secado al aire es
de 10.37 % correspondiendo a cenizas solubles en agua 46.32
% y 03.68 % a insolubles.

La riqueza en cenizas para las diversas partes de la plan-
ta es la siguiente:



Flores ..............ooo.... 9.65 9%
Hojas ...................... 13.35 %
TAllOS .+ vveeereaennnnnns, 5.14 %
Raices ..............ovvu.... 5.67 %

en muestras secadas al aire

Siguiendo a Fresenius hemos determinado arena, silice y
carbon, Sulfatos y alcalis fueron determinados en una mis-
ma parte de la solucidén; los primeros por su sal birica, los se-
gundos al estado de cloruros separindolos de entre si por el
método de Schlosing- Wense.

La suma de Fe y Al al estado de fosfatos, dosindose apar-
te el exceso de acido foslorico segin la técnica de Sonnen-
schein modificada por Woy.

El calcio y ¢l magnesio separados por medio de sus sales
oxalica y fosfoaménica.

De hierro sdlo se han enecontrado vestigios, lo que como
se verd mas adelante, y teniendo presente los datos obtenidos
por Chavanne, nos condujo a determinar la proporeién
de este elemento asi también como del Mn en cenizas de nues-
tras procedentes de otros regiones de la Republica. El dosage
enlorimétrico del Mn fué realizado por el método de Marshall-
Walters, modificacion del de Volhard; usando como oxidante
persulfato amoénico, ¥ en el que se eliminan los cloruros con
un ligero exceso de nitrato de plata.

El eloro y el anhidrido carbénico han sido dosados, cl
primero al estado de cloruro argéntico y el segundo por pesada
absorbiéndolo con cal sodada.

En cuanto a los valores correspondientes al Al,O,, y por
indicacion del Dr. Ilerrero Ducloux, dado el valor clevado
de esta cifra y la proporcion de Fe,0,, Ph,0; en las cenizas
fueron verificados de nuevo, aplicando para ello la técnica
indicada por la Sta. Maria Luisa Cobanera en su tésis sobre
“‘Las sales de alitmina en la vegetacion’’, logrando asi modi-
ficar lizeramente los valores asignados en el anflisis anterior
al Ca y al Al.



IIe aqui los valores obtenidos:

solubles en H,O ....... 46.32

CENIZAS%insohﬂﬂes en ILO ..... 53.68

Composicion de las cenizas

[ SI0, yarena ... 24.28
Carbon ... . e 1.059
Anhidrido carbénico en CO, ............. 17.020
Cloro en Cl ...t 5.02
Acido sulfirico en SO, .............. ... 2.68
Acido fosforico en Ph,O, ... ... ... ... 7.22
Oxido de magnesio en MgO .............. 3.40

) » de caleio en CaO ................. 20.43
Aluminio en ALO, ... ... ... .. . L 3.89
Hierro en Fe,O, ... ... ... i, vestigios
Sodioen Na,O ........ .. ... 6.11
Potasio en K,O ............... ... ot 8.19
Manganeso en MnQ ......... .. ... 0.18

| 99.479

Valores correspondientes al Ph,0,, ALO, y CaO segin la
téenica empleada por la Sta. Cobanera:

Aluminio en ALO, .............. 3.79
Acido fosforico en Ph,O, ......... 7.18
Caleio en CaO .................. 20.50

Valores relativos al Mn y al Fe en cenizas de vegetales
procedentes de:

Fe en Fe,O, ...... 0.6 %

Balcarce (F.C.S.) Bs. As. { Mn en MnO ...... 0.309 %

Territorio de Chaco { Mn en MnO ...... 0.101 %
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Esencia

No es esta, por cierto, una de aquellas especies vegetales
dotada de propiedades aromaticas tipicas, pero sometida a la
coccion, revela facilmente la existencia en sus hojas de una
substancia esencial, de olor penetrante y particular, La planta
verde, carece en absoluto, desde este punto de vista, de pro-
piedades; pero seca, al ser humedecida, las manifiesta riapida-
mente pudiéndose observar entonces la esencia bajo la for-
ma de pequeilas gotitas accitosas en los liquidos de su des-
tilacion.

Obtenida por arrastre con una corriente de vapor de
agua, entre 105°-110°, y extraida con éter sulltrico presén-
tase bajo la forma de un liquido aceitoso, de color amarillo
ro)izo de¢ olor muy penctrante y desagradable, siendo su es-
caso rendimiento, tan solo de 1.61 ce. o/oo de vegetal seco.
Facilmente soluble en aleohol y éter, lo es mds en cloroformo
¥y benzol; siendo su densidad a 15° de 0.87901.

Solidificable por debajo de 0" correspondele un punto de
congelacion incipiente de (—4°2), apareciendo entonces en
su seno agujas entremezcladas, siendo eompleta su solidifica-
cion a (—4°8).

Bastante volatil a la temperatura ordinaria, 2 la que de-
be corresponderle una eclevada tension de vaporizacidn, hierve
a temperaturas que oscilan de 139 a 140°.

Para su indice de refraccion, determinado en el refractd-
metro de Pulfrich se han obtenido los valores sigmientes:

Ne = e celoee 1.51912

.......................... 1.57293

.
=3
I

El cuadro siguiente resume los valores obtenidos:

Rendimiento 9% ............... 0.161
Densidad 2 15° ... ... ... 0.87901



completa ....... — 4'8

Punto de congelacion ... "
incipiente ...... — 472

Punto de cbullicién a 760 mm... 139°-140°

Ne = .oonnt .

Indice de refraceion
Ny = oo,

(.
[
.chJl
-] et
=
8o

Desde el punto de vista toxicoldogico la esencia no pre-
senta caracteres dignos de mencién; de ella nos ocuparemos
mas adelante al referir nuestras primeras tentativas para lo-
calizar el principio activo de Baccharis.

CERA

Piginas anteriores al ocuparnos del fraecionamiento del
extracto obtenido por agotamiento del vegetal con CCl, hacia-
mos mencion de una poreion insoluble en aleohol frio, pero
soluble en caliente, correspondiente a ceras.

La existencia de éstas, es sin embargo mas manifiesta al
efectuar las extracciones aleoholicas del vegetal en caliente,
obteni¢éndose asi soluciones, que por enfriamiento abandonan
abundantes copos blancos de aquéllas. Scparadas éstas por
filtracion y lavados ligeramente con alcohol frio permiten ob-
tener fiacilmente un producto bruto, ¢l que preséntase enton-
ces fuertemente coloreado por clorofila y derivados y acom-
pabado de una pequena fraccion de resinas de las que econ-
tenia la solucion.

Lia purificacion de la cera no ofrece mayores inconvenien-
tes, reduciéndose a una serie de precipitaciones y lavajes por
alcohol hasta que la masa obtenida haya perdido por comple-
to el tinte verdoso que tenia al principito. Es entonces comple-
tamente blaneca, disminuyendo mucho de volumen al perder
el aleohol que la impregna; concretindose al sccarse comple-
tamente, en trozos corncos mas o menos grandes. Su punto de
fusion es de 81° a 82°, adquiriendo relativa dureza al solidi-
ficarse, lo que hace coloreindose fuertemente en marrdn. El
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rendimiento obtenido en muestras homogéneas del vegetal va-
ria de 0.5889 % a 0.6038 %, presentando todos los produc-
tos obtenidos caracteres andlogos. A 15° tiene una densidad de
0.9245 y su indice de refraccion determinado en el refracto-
metro de Pulfrich a una temperatura de 85° a 90° da el valor
siguiente: Np = 1.4575. Su peso molecular obtenido por crios-
copia en soluctones beneénicas es de 310 a 312, siendo su com-
posicion centesimal la siguiente:

C % = 161%
H 9% = 132 %
0 % = 10,0 %

lo que permite asignarle la formula:

CzuH-sz

Muy poeo soluble en aleohol ctilico frio, deciamos que lo
era mas cn caliente; he aqui los valores de estas solubilidades:

cn C, II, Ol a 9978

o° 100 200 30° 4o° | soo 600 760 79°
grs. % grs. % | grs. % | egrs. % | grs. % | ers. % | grs. % | £rs.- % | gr9. %
0.025 0.041 0.066 0.093 0.431 1.017 1.191 1.403 1.526

valores que permiten construir la curva siguicente:

rg g eETE

"°

%wa %



Las temperaturas criticas de disolucion en aleohol etilico
(indice de Crismer) y en acido acético glacial (6 indice de Va-
lenta}, no nos han permitido obtener, en nuestro caso, valo-
res bien definidos, por lo cual preferimos omitirlas.

En cuanto a la solubilidad para otros disolventes, se han
obtenido operando a 15° las siguientes cifras:

[ Tetracloruro de earbono ....... 1.129 grs. %
Cloroformo ................... 1.637 » »

! Eter sulfarico ................ 0.321 » »
Acetona ...................... 0.060 » »

\ Benzene .......oiiiiiinn.. 0.195 » »

El valor encontrado para el indice de saponificacion es de
182, correspondiéndole en niimero de acido casi nulo (1,2).

Sus indices de iodo y acético conducen a establecer por
otra parte la no existencia de dobles valencias y agrupaciones
aleohélicas libres, respectivamente.

Los valores cncontrados resumidos son los siguientes:

Incipiente—81.1— 81.3
completa —82.0— 82.1

Densidad a 10° ..................... 0.9245
Poder rotatorio ................ ... .. nulo

Punto de fusion (segiin Bensemann)

Indice de refraceion

(85" — 90°)
Peso molecular (en solucion beneénica por
CrioscoPla .. ..vveriein i 310 a 312
Solubilidad en aleohol a 0° ......... = 0.025 % gars.
» » » a 79 ........ = 1.526 % grs.
» » CCLII al5 ........ = 1.637 % grs.

Indice de saponificacion (Kattstorfer Value) =— 182
» » acido (casi nulo: 1,2)
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El Principio Activo del

Baccharis Coridifolia

(III PARTE)






Antecedentes Histdricos

Se eonocen desde hace varios siglos las propiedades del
Baccharis Coridifolic 0o Mio-Mio. Los primeros datos que he-
mos podido conseguir (1), asi lo estableeen, perteneciendo a
mediados del siglo XVII 'y encontrindoselos en la Historia
del Nuevo Mundo del P. Bernabé Cobo S. J. (1653) reim-
presa por Marcos Jiménez de la Espada en Sevilla (1890).
Este autor que asigna a la planta como patria las provincias de
Tucuman y Paraguay (2) no solo menciona ya sus caracte-
res botinicos, sino que senala bien explicitamente las propie-
dades toxicas de la misma y la forma de evitar que los anima-
les se alimenten de clla.

Cronolégicamente la bibliografia no se enriquece con nue-
vos datos sobre esta especie hasta 1862 en que Murray aborda
el tema en la Revista Farmacéutica (3). Manifiesta el autor
que ese cs el primero de un grupo de trabajos tendientes a
establecer la causa de la toxicidad de una serie de plantas
indigenas aiin no estudiadas, revelande la importancia que a
esta especie le asigna, el hecho de ser la primera de que se
ocupa. Quimicamente no da mayores datos sobre la planta,
seflala su aceién irritante sobre las mucosas, le asigna propie-
dades cuasticas enérgicas y menciona ademis la existencia en
sus hojas de resinas, clorifila, una substancia esencial y un
extractivo amargo. Son interesantes, aunque posiblemente exa-
gerados, los datos que refiere sobre daiios causados por esta
planta en las caballadas de los ejéreitos durante la époeca de
la confederacion. (Segnin estas cifras, Lavalle, durante la eam-

(1) Los que debo a la gentileza del Prof. J. A. Dominguez,
(2) Tomo 1. cap. LXVI—pég. 504.
(3) Murray C.H., Revista Farmacéutica, Bs. As. 1862 III 2s.
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pafia de Santa Fe perdié en 1840, 40.000 caballos; ascen-
diendo las pérdidas por igual causa en Pavén a cerca de 4.000).

Es Arata, en 1877, ¢l primer autor que se ocupa deteni-
damente de la toxicidad de esta planta (4) de la que consi-
gue aislar una substancia cristalina que denomina Bacaring y
cuyas reacciones generales le permiten considerarla eomo un
nuevo alcaloide. Para ello agota el residuo del extracto acuo-
S0, mezclado con cal y magnesia por aleohol amilico, obtenien-
do asi una solucion, que por evaporacion abandona segin el
autor, una masa cristalina muy voluminosa. la que observada
al microscopio revela estar constituida ‘‘por agujas largas y
delgadas, algunas de las cuales se encucntran unidas entre si
al rededor de un centro comin formando estrellas’’.

El agua, agrega, ‘‘disuelve apenas cl alcaloide, el éter y
€l alecohol lo hacen con méas facilidad, pero debe considerirsele
como poco soluble, siendo el disolvente mis aparente el al-
cohol amilico’’. En cuanto a su basidez ella no es manifiesta a
los indicadores comunes, pero sobre su disolucién acética, que
el autor considera que contiene el aceteto de bacarina, el doc-
tor Arata logrd obtener algunas reacciones de las muchas que
sirven para caracterizar la presencia de estos cuerpos.

Estas investigaciones, sin ecmbargo, no fueron continua-
.das, ni desde el punto de vista quimico, ni del de su toxicidad,
-estudio este ltimo confiado al Dr. Ignacio Pirovano’de la
Facultad de Medicina,

Monteiro Caminhoa, mias o menos a esa misma época se
ocupa de csta planta en su DBotanica aparecida en Rio de
Janciro (d), diciendo de ella que ‘‘cs venenosa para el ga-
nado’’ pero que ‘‘en dosis terapéutica es medicinal’’, apare-
ciendo luego, dos ainos despuds, asimismo, algunos datos sobre
la misma, en los anales de la casa Merk (6).

En 1888 Th. Peckolt (7) separa de una especic muy se-
mejante a la nuestra la Carqueja Amargosa del Brasil (Bac-
charis Triptere . C.) una materia cristalina amarga, la que
existe en dicho vegetal en la proporeion de 8.28 %.

(4) Anales de la Sociedad Cientifica Argentina IV 34 - 1877.
(5) Pags. 2926 y 3145,

(6) Anales Merk, afio 1879.

7) Andlisis de Materia Médica Brasilera. R. de Janeiro.



Corresponden al afio 1890, las experiencias entre nosotros
tan conoeidas, que ¢l Dr. J. B. Senorans (8) efectud sobre la
aceion del extracto fluido aleohdlico de esta planta sobre el
corazon de la rafia y en las que demuestra la disminucion de
la actividad sistolica y el cese de la actividad eardiaca en dids-
tole.

IEn 1900 Gresshof publica en el Berichte der Pharm.
Gesseleh, (9) (eita de Czapeck (10) un articulo sobre la causa
de la actividad del Mio-Mio y manifiesta no haber podido ob-
tener la Bacaring descripta por Arata.

Dos ainos después con motivo de una epidemia carbun-
closa que se desarrollé en Tucuméan y que los ganaderos de la
region suponian era debida a esta planta, el Dr. Encina se
ocupd del asunto llegando después de nuinerosas experiencias
a estableeer que la especie en cuestion no era toxica. Fueron
estas experiencias asi como las que el Dr. Spegazzini efectud
en la Plata en 1900 las que contribuyeron a generalizar la idea
de que ¢l Bacceris Coridifolia no era venenoso. (Este au-
tor admite aiios después, sin embargo, la toxicidad tempora-
ria de dicho vegetal, la que tendria lugar (11) durante los pri-
meros tiempos de su desarrollo).

Otros experimentadores, entre cllos los Dres. Jorge Reibel
(12) y E. del Castillo (13), consiguicron igunalmente en ainos
posteriores, resultados negativos. Es reeién en 1906 que An-
drieu enviado por la division de Ganaderia a Corrientes es-
tablece experimentalmente su toxicidad (14).

Después los Dres. J. M. Quevedo (13) v R. Bidart (16)
que efectian numerosas experiencias, logran obtener igualmen-
te resultados positivos, trabajando con diversos animales,

Chavanne J. en 1909, en un articulo publicado en el

(8) Anales del Circulo Médico Argentino Bs. As. XII, N°.8.

(9) 1900 - X.

(ro0) Biochemie der Pflanzen.

(t1) Anales Soc. Cientifica Argentina 1914, LXXVII, 459-

(t2) Carta dirigida al Dr. Bernardo Houssay.

(13) Tesis de Andrieu A. I.a Plata 1910.

(14 Locus citato.

(15) Experiencias sobre la toxixidad del Mio-Mio. Parand 1908.
(16) Trabajo presentado al IV congr. cient. Latino-Americano 1909.
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Boletin del Laboratorio de Bacteriologia de Tuwcumin (17)
sobre cl Mio-Mio, trata de demostrar la existencia de la Baca-
rina, cuyo oxalato dice haber preparado por un método que el
mismo reconoce ser bastante complicado y el que se aparta
en mucho de la téenica que indica Arata.

Los Dres. Bauzi y Heguito han deseripto (1911) (18) un
resumen de una autopsia realizada por ellos, en un caso de in-
toxicacion debido a esta planta en que establecen una serie de
lesiones tipicas.

En cuanto al estudio del problema, desde el punto de vista
quinmico, ha sido vuelto a considerar de nuevo en 1917 (19)
por ¢l Prof. Emil Messner de la Escuela de Vetlerinaria de
Montevideo, el que no consigue aislar base téxica a que atri-
buir las propiedades del Baccharis, En cambio obtiene frac-
ciones fuertementé toxicas, de aspecto resinoso de las que pro-
mete, para mas adelante un estudio detenido.

Los Dres. Flores C. y Houssay B., con un trabajo reciente
resuelven definitivamente el problema de la toxicidad del Mio-
Mio. El trabajo de dichos autores (20) resume una serie de
experiencias efectuadas con muestras proeedentes de diversas
partes del pais y recogidas en distinto grado de desarrollo.
Todos los ejemplares empleados acusan una toxicidad elevada,
correspondiéndole a la paloma una dosis mortal de 0.2 a 0.3
gramos de planta, en infusién acuosa por via intramuscular.

Las muestras mas activas son aquellas recogidas en plena
floracion, pero ecl vegetal en todas sus épocas posée propieda-
des toxicas bien manifiestas. Establecen igualmente, mediante
un estudio comparativo la toxicidad de las diversas partes de
la planta, encontrando un maximo para las flores y un mi-
nimum para tallos y raices, de los que no consiguen obtencr
éxitos letales.

(En Marzo de 1918, meses después de iniciado este traba-
jo, tuvimos conocimiento por intermedio del doctor Luis Gu-

(17) 1909. 1. 3 IL. 72/8o. .

(18) Revista de Medicina Veterinaria de la Escuela de Montevideo
I1-2-61.

(19) Comunicacién preliminar sobre el veneno del Baccharis Cori-
difolia Montevideo.

(20) Revista del Instituto Bacteriolégico de Bs. Aires. I-I.



glialmelli de la aparicion en el Bulletin de la Societé de Chimie
de IF'rance (21) de una nota relativa al Mio-Mio. En la sce-
cién de ‘‘articulos extranjeros’’ resume esta revista, un articu-
lo de Brande J., Shaertel . (22) publicado en Alemania y
en el que dichos autores tratando de aislar la espeeie activa del
Baccharis establecen que la substancia cristalina aislada por
Arata y que él denominé Bacarina ereyendo que era un alca-
oide, no ¢s toxica, y que la substancia activa del vegetal se en-
cuentra cn la extraceion hecha por éter de petrdleo, donde se
la encuentra junto con una resina no téxica y un compuesto
blanco fusible a 80° y al que atribuyen la férmula molecular si-
guiente: C,,11,,0. De este trabajo nos ocupamos en las pagi-
nas siguientes.)

Posteriormente ¢l Prof. Messner (23) ha contribuido con
un nuevo traba)o al estudio del Baccharis, tratando de de-
mostrar la ecxisteneia de una aceidon irritante de parte de
aquel. Aunque no se ocupa de la parte quimiea en si, supone
la existencia en él de una substancia aniloga a la cantar:
dina, a la que seria debida la aceién cdustica que él atribuye
al Mio-Mio y que ya otros autores han mencionado.

ALGUNOS DATOS SOBRE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

DE LAS COMPUESTAS

Aunque las compuestas, como familia botdnica, desde el
punto de vista toxicologico, no presentan la importancia que
las solandceas o los papavers, por ejemplo tienen, no por ello
sin embargo constituyen un niicleo de especies botanicas des-
provistas de valor. Numecrosas son las cspecies de ellas que
poseen principios activos, y lo que es mis notable es la diversi-
dad que cllos presentan como naturaleza desde el punto de vis-
ta quimico. Los alcaloides son numerosos, los glucdsidos son

(21) XXII, 481, 1917.
(22) Tomo T 253-195-1915 Arch. der Pharm.
(23) Revista de la Escuela de Veterinaria de Montevideo 1918.




ain mais, existen accite esenciales activos como cl de dnthemis
Nobilis y muchos de cllos corresponden como la sentonina y la
crisanteming al tipo de las funciones complejas. Estas dlti-
mas cuya formula de constitueion esti hoy perfeectamente acla-
rada gracias a la labor de Canizzaro para el primero y a la de
Zucco para el segundo, vendrian a ser respectivamente la laec-
tona del acido santonico y la betaina de un écido hexahidro-
piridico.

Nos concretaremos cn este breve trabajo, sin embargo,
a enumerar tan solo las prineipales especies que han sido
encontradas en esta familia:

PRINCIPIOS ACTIVOS DE LAS COMFUESTAS

LL,ATUCA VIROSA

Materia crist: Lactucerina
accrén sedante )
( i ! » amarga: Lactucina
sudstituye al opio)
» amorfa: Lactuco picrina.
Arnica montafia L princ. activo: arnicina (cristalizable)

{drnica)

: : : ; achileina (Cy 433 Ny Oy) Zanén
Achillea Millefolium-—Sndsts activas { Moschatina ‘(.)C,?qg’NqS N

Anacyclus Pyretirum D. C.

(ir'(“:_)c:iliit‘:,:;a) { principio aclivo: acido pirétrico

Pyretrum Cineradieufolium - Crisenteminag (¢estudiada por Zucco)

Antlhiemis Ndébiles
(Manzanilla romana)
estimuclanlc

principio activo: facerte csencial)

Cirsium arvense: principio activo: Cirsina

Artemisia absinthium

rincipio activo: absintina
(Arcnjo) , P P




Artemisia Maritima Santonina.

fSemencontra) (Lactona del dcido santdnico)
T.actuca virosa: principio activo: Hiociamina (Ciz Hss NOj)
‘Cychorium Intybus (ackicoria) principio amargo?
Partenium Hysterophorus: princ. activo: Partenina.
‘Eigeron Canadensis—(4stringente) principio activo?
Baccharis Coridifolia — Mio-Mio principio activo: ;jBacarina?
Carqueja Basilensis - principio active: carquejina (Peckolt)

senecionina (Cise Hss NOs)

Senecius vulgaris: { senecina



Hemos visto ya, en paginas anteriores, al ocuparnos de
los diversos trabajos que sobre ¢l tema se han publicado que
corresponde a Murray v Arata el mérito de haber sido los
primeros que trataron de dilucidar el problema de la toxicidad
del Baccharis.

El trabajo de Murray, incompleto sin duda alguna, y al
que ninguno ¢ muy pocos de los autores posteriores recuerda,
constituye para sus tiempos un esfuerzo loable; pero es Arata
el primer investigador que se ocupa en forma rigurosa del
asunto.

Il trabajo de Arata, del que someramente nos hemos igual-
mente ocupado, no ha sido confirmado por todos los autores
que despuéds han tratado de obtener y estudiar la especie por ¢l
deseripta. Gresshof, Messner, Brande-Schaertel (1) han pues-
to en duda francamente la existencia de la Bacaring asi como
de base alguna a que atribuirse un rol semejante y tan solo
Chavanne (2), con un método que él adopta y que participa.
en mucho de los ya existentes ha logrado obtener un preeipi-
tado que él eonsidera como el oxalato de la base descripta bajo:
el nombre de bacarina.

Dada la disparidad de los resultados mencionados, y a fin
de tratar de dilucidar en lo posible el problema, fué que en
abril de 1917 nos decidimos a iniciar este estudio. Ignoraba-.
mos entonces la existencia del trabajo de Brande-Schaertel, por
causas que todos nosotros conocemos, asi como la forma en.
que Gresshof habia seguido para establecer sus conclusiones.
Por eso nuestra labor en un comicnzo se limitdé a seguir tan
solo a Arata y Chavanne en sus experiencias; después, ante:
los fracasos obtenidos en estas rutas, ha sido que nos hemos
visto obligados a abandonarlas para orientarnos en otros sen--
tidos. He aqui un breve resumen de la labor realizada:

La Bacarina de Arata

El primero de nucstros ensayos para obtener bacarina fué
practicado sobre 500 grs. de vegctal seco no florecido. La
planta fué agotada por agua caliente y las infusiones que se:

(1) Locus citatus.
(2) Locus citatus.



obtienen reunidas se evaporaron a fuego directo hasta 1/5 de
su volumen. Se obtiecne asi un liquido fuertemente toxico de
color marrén rojizo intenso, y olor agradable, que por enfria-
miento abandona copos de substancias insolubles en estas con-
diciones. Este cvaporado hasta sirop en bafio maria y enfriado
desprende un fuerte olor amioniacal al agregarle, tal como Ara-
ta lo indica, su peso de una mezcla intima de Ca. (OI1), y MgO.
El producto que se obticne dividido en pequeiios trozos se lo
priva del agua que contiene facilmente, sometiéndolo a la aec-
cién del calor moderado de una estufa (37° durante 24 horas)
pudiéndoscle entonces pulverizar sin dificultad para some-
terlo al agotamiento amilico, ¢l que, repetido varias veces -per-
mite obtener una solucidon que concentrada en el vacio a tem-
peratura inferior a 100° abandona sobre las paredes del baldn,
por enfriamiento lento, un deposito blanco de aspecto micro-
ceristalino. jEs esta la substancia que Arata considera como
Bacarina? Esto parece deducirse de su aspecto, asi como de
sus caracteres gencrales, Muy poco soluble en alcohol frio
y en éter, mucho mas en cloroformo y alecohol amilico no pre-
senta ni reaceiéon idcida y ni alealinidad. Purificada en cloro-
formo, funde a 80°-81° no presentando toxiecidad apreciable.

Esta substancia sin embargo, no da reacciones de alcaloides
ni es suceptible de combinarse con los acidos, sicndo a nuestro
parecer aniloga a la que Brande-Schaertel atribuyen la for-
mula C,, H,.O y la que no vendria a ser otra cosa que la cera
del Mio-Mio. Y en cfecto, no solo sus caracteres son iguales,
sino que sus constantes fisicas coinciden sensiblemente como
mis adelante demostraremos. Pero la extraceiéon amilica no es
esta la tnica substancia que econtiene, ella encierra también
Junto con sales inorganiéas resinas, substancias aromaticas, ete.,
cuya presencia nos reveld sin dificultad un ensayo preliminar.
A fin de poder efectuar su fraceionamiento, tratamos de ob-
tener una extraccion mas abundante que nos permitiera operar
con cantidades mayores de substancia, lo que hicimos, em-
pleando para ello un kilogramo de vegetal de igual proceden-
cia que el anteriormente usado.



Fraccionamiento de la extraccion amilica

La separacién de las diversas substancias que constituyen
el extracto amilico obtenido segiin Arata, ha sido efectuada ex
la forma siguiente:

Praccién soluble en Hcl 19 (segin la técnica de Uslar-Erdmann)

Substancias insolubles en C; Hy, OH

a 950 enfrie (B)
Substancias insolubles en C, H; OH

a gs0 enfrio {C)k

» insoluble en Hcl 19, (idem)

La primera comprenderia substancias inorginicas que pu-
diesen haber sido disueltas por ¢l C; H,, OII; bases suscepti-
bles de ser transformadas en clorhidratos, muy poco solubles
é1 (alcaloides); o bien substancias indiferentes que la cal no
fijaria y que tanto cl alcohol como la solucion &cida podrian
disolver,

La fraccién (B) que vendria a corresponder a la Bacaring
y que, segin Brande-Schaertel estaria constituida por la es-
pecie C,, H,,0.

Por 1ltimo restaria la fraceion (C)— formada por varios
cuerpos posiblemente, cntre los cuales subsiste parte de la
substancia activa, que adn ha sido resistido a la accién de los
dlcalis empleados.

Fraccion soluble en HCl al 1 %

Por dos substancias distintas estd constituida esta fraceion
de las cuales una seria inorgénica (15 % aproximadamente)
y constituida por cloruro potisico y vestigios de otras sales
alcalinas y alealino-terrosas; la otra formada por una subs-
tancia de olor aromatico intenso semifluida, incristalizable de
color rojo marréon. Esta es facilmente soluble en agua, pu-
diendo ser scparada de las sales inorganicas que la acompaifan,
por redisolucion en éter, del que por evaporacion se la obtiene
al estado de purcza. Es soluble en cloroformo, acetona, éter,
agua, alcohol, ete. Sus soluciones no presentan reacciones de
alealoide, ni de gluedsidos, no reduce el Felhing ni antes ni
después de hidrolizada, es volatil con vapor de agua, y no da



reacciones ni de grupos fendlicos y ni de nueleos bencénicos.
Presenta una ligera reaccion dcida y parece tener una doble
ligazén. Por la accion del calor funde y destila, descomponién-
dose parcialmente.

Estas investigaciones que preceden, no pudicron sin cm-
bargo ser continuadas por la pequeiia cantidad de substancia
de que disponiamos; habiendo desistido también en parte de
ellas, por no contener esta fraccion alealoides, ni presentar to-
xicidad.

Fraccion insoluble en frio en alcohol C, H; OH a 95°

La solucion amilica agotada por cl método de Uslar-Erd-
mann, evaporada en el vacio y tratado el residuo asi obtenido
por alcohol caliente repetidas veces en esas condiciones, per-
mitié obtener una masa translicida, débilmente coloreada c:
amarillo, la que es totalmente soluble en CCl; H. De clla, pu
dicron separarse dos poreiones: una blanca, de aspecto cris-
talino en ciertas circunstancias; posiblemente aquella que des-
eribié Arata como Bacarina y a que Brande-Schaertel asigna
la férmula C,, H,, O, insoluble en alecohol a 95° frio; la otra
soluble en estas condiciones.

La primera redisucita repetidas veces en caliente fué pu-
rificada por reprecipitacion, obteniéndosela asi en copos volu-
minosos que secparados por filtracién y lavados con aleohol per-
miten obtener el producto al estado de pureza.

Su punto de fusién es entonces de 81°-82° y su indice de
refraceion a 90° de 1.4572. Al fundir se colorea ligeramente,
presentindose entonces en forma andloga a la de la cera.

A nuestro modo de ver, dada la concordancia de sus cons-
tantes fisicas con aquellas de la cera nos inclinamos a creer
con ella, su identidad, no habiéndonos sido posible en este caso
como cn ¢l anterior, efectuar combustiones por lo exiguo de los
rendimientos.

Fracciéon soluble residual

Esta poreion soluble en aleohol etilico frio, constituida po-
siblemente por vartadas especies, no ha sido posible fraccio-



narla como para poder caracterizar sus diversos componentes.

De color amarillo ambar, mis o menos intenso, ella en.
cierra aun una pequena fraceion residual de la substancia ae-
tiva primitiva que ha resistido a la accion de los agentes
empleados. Es totalmente soluble en acetona y cloroformo, va-
riando su punto de fusion entre 61° y 65°.

En cuanto al ozxalato de Becarina preparado por Chavan-
ne, mezelando soluciones ctéreas de acido oxdlico y lo que di-
cho autor considera la base libre, nosotros no hemos podide
prepararlo. Y no sélo no hemos logrado obtener ¢l precipitado
en cuestion, sino que como ya antes lo deciamos, las rcacciones
de alcaloides practicadas sobre la totalidad del extracto ami-
lico no nos han permitido comprobar la existencia en él de una
substancia de dicha naturaleza.



No habiendo podido nosotros obtener la Bacaring ni sus
sales, como las experiencias anteriores lo demuestran y no co-
rrespondiendo por otra parte la fucrte toxicidad de los liqui-
dos empleados con aquella de la extraceion amilica, tratamos
entonces de encauzar la investigacion en otros sentidos. Para
ello adoptamos diversas rutas de trabajo, las que podriamos
agrupar asi:

I Precipitacion de las infusiones directas por substancias
de naturaleza alcalina (Método de DPelletier Caventou,
Pptacion por Al (OII),, por NI, por CO, (NH,),, ete.)

II Precipitacion por substancias dcidas (acido clorhidrieo,
sulfarico, oxilico, cte.).

ITI Agotamiento por disolventes del extracto acuoso evapo-
rado a sequedad.

IV Método del subacetato de plomo.

V Agotamiento directo de la infusidn por disolventes no
miscibles.

De todos estos numerosos proeedimientos seguidos para
separar la substancia activa del Baecharis, sélo el agotamien-
to con disolventes no miscibles seguido por Messner, nos ha da-
do resultados satisfactorios. El método de Pelletier Caventou,
basado en la precipitacion de los principios activos por medio
del hidrato de caleio, de las infusiones ligeramente sulfiricas
del vegetal, no nos ha permitido separar la fraccion toxica, ha-
biéndose, por otra parte, comportado igualmente todos los ele-
mentos alealinos usados en el grupo (I). Los alcalis débiles,
es clerto que permiten separar de los liquidos aetivos una
abundante cantidad de materias tinicas y colorantes, pero di-
cho precipitado se disuelve de nuevo completamente al aumen-
tar la alealinidad. Ahora bien, ¢l téxico queda una de las ve-
ces en los liquidos claros que se¢ obtiene, pero otras, es englo-
bado por el precipitado o se desecompone parcialmente. Por
estas causas ha sido, que hemos debido abandonar estas rutas
de investizacion que constituyen las mas generalmente em-
pleadas en la separacion de los prinéipios basicos de origen
vegetal.

Dentro de los métodos en que intervienen los dlcalis eomo
agentes quimicos, dcbemos incluir también las experiencias



relativas a la investigacion de alcaloides volitiles. El empleo
de la planta en fumigaciones, asi como la existencia de prinei-
pios csenciales en sus hojas, nos indicaron la conveniencia de
esta investigacion. De la esencia, obtenida en la forma acos-
tumbarada, hicimos para ello primeramente experiencias de
toxicidad, de las que como ya deciamos anteriormente, el re-
sultado fué negativo. Descartada, por consigniente, esta como
causa de la toxicidad, efectuamos una extraceion de substan-
cias alcalinas volatiles, procediendo para ello en la misma for-
ma que la usada en la extraccion de la nicotina. Se obtienen
asi, por arrastre con vapor de agua a 105°-110° un reducido
nimero de gotitas aceitosas que sobrenadan sobre el liquido
residual, muy semejantes por su olor y aspecto a aquellas
de la esencia. Extraidas con éter sulfirico es entonces facil
reunirlas ¢ un pequeno volumen por evaporacion del disol-
vente del que tomada una fraccién correspondiente a 10 grs.
de planta y previa emulsion fué inycetada por via intramus-
cular. Tanto esta experiencia como otra realizada con una por-
cién algo mayor han dado resultado negativo lo que nos obliga
a deducir que la toxicidad del Mio-Mio no es atribuible a una
base volatil del tipo de la del Nicotiana Tabacum.

El empleo de substancias de naturaleza acida como medio
de fraccionamiento de las infusiones tdxicas del vegetal, cons-
tituye uno de los métodos mis adecuados a dicho fin, porque
permite la separacion de una cantidad abundante de substan-
cias péeticas y colorantes. Los liquidos se tornan asi mucho
més claros y a veees hasta completamente translicidos, lo que
unido al hecho de que el principio activo no es descomponible
por una acidez ain bastante fuerte resulta particularmente
ventajoso. La aceion de los acidos desde este punto de vista,
es andloga a la del aleohol, habiéndose usado indistintamente
tanto acidos orgénicos (oxdlico, acético, ete.), como inorga-
nicos fuertes (HCl, SO, H,, ete.), sin que se obtuvieran eon
ellos diferencias eapaces como para convenir cl empleo de uno
determinado .

Siempre la substancia activa resta en solucion, corres-
pondiéndole al preeipitado tan soélo una fraceibn muy peque-
fia en uno de los casos y en otros despreciable. Esta solucion



contiene sin embargo una abundante fracecion de sales inorga-
nicas, asi como azicares y otras substancias reductoras, las
que unidas a materias colorantes constituyen la mayor parte
del extracto seco de la misma. Los inconvenientes que el ma-
nejo de estas soluciones presentan son sin embargo numerosos;
referiré para ello lo que oeurre con la decoloracién de las mis-
mas por medio del carbén animal y de la que mas adelante
tendremos de nucvo ocasion de tratar.

A fin de separar las materias colorantes que contiencn
tanto los liquidos acidos anteriormente descriptos, como los.
hidro-alcohdlicos y parte de las cuales es soluble en los disol-
ventes empleados para la extraccién de la substancia activa
convencimonos ficilmente de las ventajas que ofreceria la de-
coloracion de los mismos. En frio la aceién del carbdn es nula,
o casi nula, pero en caliente, manteniendo la mezcla durante
5 minutos en un bafio maria la deeoloracién es completa. Mas
ocurre, ain en ¢l caso de soluciones fuertemente alcohdlicas,
que el carbén fija juntamente con las substancias colorantes, la
toxiea, haciendo al método completamente inapropiado, para
nuestro objeto; en el que, a pesar de las tentativas hechas para
subsanar este inconvenicnte, no nos ha sido posible utilizarlo.

La extraceién con disolventes del extracto seco de la plan-
ta, la que ha sido cfectuada con numerosos vchiculos, no nos
ha permitido obtener los ventajosos resultados a que su em-
pleco en otros casos conduce. Se cvaporaron para cllo las in-
fusiones toxicas hasta consistencia de ‘‘sirop’’, mezeclandolas
después con substancias inertes, a fin de que permitiendo
la pulverizacién de la mezela, faeiliten al mismo tiempo la ae-
cidon de los disolventes. Con este objeto se ha empleado carbo-
nato de calcio primero y después sucesivamente carbonato de
magnesio y-siliee insoluble. La resolucion del primero de nues-
tros problemas sc¢ logra ficilmente, pero no asi la del segundo.
La acetona tanto en frio como en caliente parecia no extraer
substancia activa alguna, mientras que el henzol en analogas
circunstancias, permitia frecuentemente obtener resultados po-:
sitivos. De los disolventes que como el benzol separan una
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fraccion activa, el aleohol es aquel que lo hace con méis facili-
dad, pero la existencia de sales potasicas, asi como lo exiguo
de la cantidad extraida nos han obligado a abandonar esta ruta
en la que, ensayos practicados con otros agentes no nos han
permitido mejorar, por otra parte, los resultados de nuestra
investigacion.

Con el método del subacetato de plomo, tan frecuentemen-
te empleado en la obstencion de alealoides, no hemos tampo-
co podido obtener mayores ventajas sobre las anteriormente
descriptos, Es causa de cllo, el hecho de que la substancia acti-
va se reparte desigualmente, tanto en el liquido como en el pre-
cipitado que se obtiene, lo que hace por consiguiente imposible
toda tentativa de separacion. Por otra parte no nos ha condu-
cido a mejores resultados el empleo del hidrato de plomo. De
los liquidos que debieran contener cl alealoide hipotético, solo
en ciertos casos se¢ han conseguido obtener substancias cristali-
nas, pero ellas han correspondido tan sélo a sales minerales que
carecian de interés, dado el cardcter de la investigacion que
se efeetuaba.

Han sido sin duda alguna méas conducentes las experien-
cias que siguen:

Eztraccion por disolventes no muscibles

La extraccién por disolventes no miscibles, fué practicada
directamente sobre la infusion, operando en medios acidos, neu-
tros y alealinos. Los resultados obtenidos fueron bastante sa-
tisfactorios, revelaindonos al mismo tiempo la aceion de los al-
calis fuertes sobre el toxico.

— g ——
Medios de extraccién
DISOLVENTES
Acido Neutro Alcalino
Eter sulfdrico......... ... + + -
Cloroformo................ -+ + —
Benzol .................... + + -
Xilol..............iivlel + + —
Sulfuro de carbono ....... + + —
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Como se ve, el toxico es soluble en casi todos los disolven-
tes usados. En cuanto a los ensayos practicados en medios
fuertemente alealinos, debemos hacer notar que dichos liqui-
dos acidulados y agotados de nuevo, no permiticron separar cl
toxico a su vez, lo que conduce a admitir la descomposicion
de aquél por la aecion del dleali usado (Na.OII n/)).

A fin de elegir entre todos estos disolventes ¢l que permi-
tiese efectuar la extraceién en la forma mas ventajosa, efec-
tuamos una titulacion en la forma siguiente:

DISOLVENTES Medio |© :;0‘;:;‘:"’“ Resultados
i

Neutro 2 cc. L

Cloroformo................ ] { '; EE i

Acido {4 ce. +

Neutro 2 cc I

Benzol .................... . f .“ :t

Acido 4 co. +

Neutro 2 cc. N

Eter sulfdrico............. i §§ i
Acido { .

4 cc. +

Neutro 2 Eg i

Xilol ...ovniiiiiiinn, Ny T
Acido { ~ ¢C.

4 cc. +

Neutro 2 Eg :

Sulfuro de carbono ....... . g co. —

Acido | 4 cc. 4+

La que, como se puede observar, conduce al empleo del
xilol o del C; H, como medios extractivos. Dadas las ventajas
que ofrece la manipulacion del segundo en evaporaciones, ecte.,
ha sido él, el que hemos adoptado.

El método de extraccion asi practicado, sobre la infusién
directamente, permite aislar una substancia activa bruta de
bastante toxicidad, de aspecto resinoso y ligeramente colorea-
da en verde por derivados clorofilicos. Redisuclta ésta en alco-
hol metilico frio, es facil separarla de una substancia blanca,.
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insoluble, no tdxica, que la acompaiia, y la solucién obtenida
ligeramente decolorada por carbén animal, deja por evapora-
.cién la substancia activa, translicida e incristalizable, tediida
de débil color amarillo. .

Insoluble en agua, lo e¢s sin embargo, en soluciones dibil-
mente alcalinas, siendo ademds soluble en aleohol, acetona, clo
roformo,. benzol, éter, xilol, ete.; en SO,II, cone. se colorea en
rojo, pero no presenta reaccion tipica alguna. La toxicidad del
producto asi obtenido, cs la siguiente: (1)

] |
Cantidades....., 0.0050 | 0.0040 | 0.0030 | 0,0025 [ 0.0015 | 0.0010

Resultados.., .. + -+ <4 + + _

Como podri obscrvarse mas adelante, el limite de la dosis
toxica de este producto coineide con el de la substancia activa
.obtenida por otros caminos.

0.0010

>
(D'- T. 2 0.001§

(1) ILos ensayos de toxicidad se refieren a paloma por vfa intramuscular, ha-
biéndose producido el deceso dentro de las 18 lioras en los casos considerados como
positivos. En los casos resinas, cetas y otras substancias insolubles, ¢stas fueron
.emulsionadas previamente con goma, en solucién fisiolégica.



LL.a substancia activa

Aislamiento, caracterizacion y naturaleza

Oblencion de la resina

En vista de los resultados obtenidos y por indicacién del
Prof. J. A. Dominguez (111, 1918) tratamos entonces de ob-
tener la resina, la que fraccipnamos segin el método de
Tschirch.

Con cste objeto, preparamos una extraceion aleohdlica en
caliente del vegetal, de la que, por enfriamiento y filtracién,
recojimos copos abundantes de una substancia blanca, al pa-
recer una cera, no toxica. La solueion obtenida, fuertemente
coloreada por derivados de la clordfila, tratada con carbdén ani-
mal rapidamente fué precipitada por agua, aislando asi el
bloek resinoso de color marron intenso y de un elevado poder
toxieo (1) el que por redisolucion en éter anhidro fué sepa-
rado de una pequeila fraccion de impurezas que lo acompaifian.

La resina bruta asi obtenida era totalmente soluble en
acctona, aleohol etilico, cloroformo y éter, parcialmente en sul-
furo de carbono y sus soluciones alcohodlicas y ctéreas no son
preecipitables ni por sales merearicas (CLIIg) ni de urano
(nitrato de uranile). Solo el subacetato de plomo permite una
precipitacion parcial,

Fraccionamiento de la resina

51 método de Tschireh aplicado directamente al block re-
sinoso no permite separar con facilidad sus distintas fraceio-
nes componentes, debido a la produceion de emulsiones y sus-
pensiones coloidales de los dcidos resindideos en los liquidos al-

(1) D. T. — o.0050,



calinos. Modificada ligeramente la técnica del fraccionamien-
to, ¢l nos ha permitido, sin embargo, poder observar que el to-
xico, en su casi totalidad, se distribuye en la primera de las
fracciones (extracecion eon CO,(NIL), al1 % (en la que eomo
veremos existe mias de una substancia. Hemos procedido asi:
la resina se¢ disuclve en poea cantidad de aleohol y la solucién
obtenida se vierte sobre un exeeso de CO,(NH,), al 1 %. Se-
parado el precipitado formado por filtracion, sc obtiene cn esta
forma un liquido débilmente coloreado en amarillo, el que por
agitacion con cloroformo ¢ede a éste la totalidad del toéxico que
contiene. Acidulddo y agotado de nuevo, abandona otra subs-
tanecia, no tdxica; al parecer un acido resindideo que, posible-
mente, se encuentra combinado al carbonato amoénico.

La substancia activa asi extraida, purificada por redisolu-
cién en aleohol metilico, presenta los mismos caracteres del
producto obtenido por extraccion directa de la infusion con
bencina. Una titulaciéon de su toxicidad permitid comprobar
la correspondencia de la toxicidad de ambas substancias.

Dentro de los variados juicios emitidos sobre la naturale-
za de la substancia toxica de esta compuesta, Murray cn 1862
(1), sefiala la existencia de una resina a la que atribuye la
accién irritante. Messner (1917 (2)) ha aislado una mezcla re-
sinosa que supone ser cl toxico, y Brande-Schaertel (3) afirma
haber obtenido, por su parte, un aceite residual toxico.

Fraccionamiento de la resina por acetong-sulfuro de carbone

La resina bruta, purificada por redisolucién en éter an-
hidro, es solo parcialmente soluble en sulfuro de carbono. La
parte soluble conticne el téxico ¢l que ha sido obtenido asi:
0,8 de resina fueron disueltos en la menor cantidad posible de
acetona y esta solucion se precipité por un exeeso del otro
disolvente. Por filtracién y repeticién sobre el residuo de la
téenica indicada el principio activo ha sido separado, presen-
tandose como en los casos anteriores, bajo la forma de una subs-
tancia resindidea, incristalizable, de débil color amarillo.

1) Locus citato.
2) Locus citato.
(3) Arch. der Pbarm. T. 253, 195, I915.
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Los cnsayos toxicologicos han dado los siguientes resulta-
dos:

Dosis ...... 0.00075 o.0010 | o.00125 | 0.0915 | o.00175 0.0020 0.0050

Resultados. —_ — -+ + +- + R

No siendo el principio activo del Baccharis Coridifolia
una substancia que nos permitiese facilmente por su estado
de agregaeion, cstablecer conclusiones acerca de su individua-
lidad, hemos recurrido entonces al empleo de numerosos di-
solventes, a fin de convencernos de si su fraccionamiento por
este medio no era ya factible, intentando al mismo ticmpo pre-
cipitaciones por cicrtas sales metilicas. Todos estos resulta-
dos, asi como la cstrecha concordancia alecanzaba en los en-
sayos de toxicidad con productos obtenidos por tan diversos
caminos, nos han permitido suponer, por ahora, que se trata
de una especie quimica definida, casi pura.

¢Existe mds de una substancia activa en ¢l Baccharis?

Habiamos observado ya, en los ensayos practicados, la di-
ficultad con que cl vegetal cedia al alcohol las Gltimas poreio-
nes de resina en él contenidas, asi como la existencia en la
planta agotada de una toxicidad residual clevada. A fin de
precisar estas experiencias, sometimos una fraccion de las
hojas a un agotacion completo en soxlhiet en caliente, hasta
que el alecohol ya incoloro no abandonase residuo apreciable
por evaporacion. Someticndo entonces la materia agotada, a
la accion de diversos disolventes después de haberla privado
del aleoliol que la impregnaba por compresiéon y evaporacion
a 50°, obtuvimos asi extractos residuales correspondientes cada
uno de ellos a 2 grs. de planta, que inyectados acusaron los si-
guientes resultados:

Infusion acuosa ........ e +
Extracto etéreo .................. e —
’ bencénico .......... R
» aceténico ........... Ceeetreee, —



— 66 —

Repetidas estas experiencias y descartada por un ensayo
hecho sobre cenizas correspondientes a 5 grs. de vegetal que
la toxicidad de la infusién acuosa fuese debida a substancias
inorganicas, iniciamos una scrie de ensayos, a fin de aislar la
nueva fraceién toxica y ver que caracteres le correspondian.
Se siguieron para cllo dos rutas independientes entre si, la
primera precipitando parcialmente las infusiones acuosas por
aleohol ctilico, la scgunda operando en medios débilmente éci-
dos. Con ese objeto se efectué una coccién del vegetal ago-
tado previamente por alcohol, obteniéndose asi una infusion
cuya toxicidad era la siguiente:

ler. ensayo 2.° ensayo

2 cc. C e —_ ..., -
Text 4ce. ......... cee + ... —
Te. .. .c....... . + ... +

De ella se separaron dos poreiones, la una para la preeipi-
tacion aleoholica, la otra para el fraccionamiento acido.

a) Fraccionamiento por precipitacién alcohdlica

100 ce. del liquido anterior, correspondientes a 10 grs.
de planta fueron concentrados hasta un volumen de 20 cc. a
bafio maria, agregindoseles entonces aleohol etilico a 95° en la
proporcién de 5 veces su volumen. Se produce asi, un abun-
dante preecipitado ¢l que separado del liquido claro que sobre-
nada ¥ lavado con aleohol, fué secado en el vacio. Todo él
(0.05 grs. aproximadamente) disuelto en agua e¢ inyectado
no acuso toxicidad. En cambio, veamos los valores obtenidos pa-
ra la solucion hidroaleohodlica (evaporada a sequedad a baho
maria y disuelto el residuo en 2.5 ce. solueidn fisiolégica) .

ler. ensayo 2.° ensayo
7 ce. de la infusion primitiva + ... +
9 ce. de la infusion primitiva + ... -+

Es exidente que el tixico queda en la solucién hidroalco-
hélica. Como el liquido obtenido es alin bastante obscuro, tra-




tamos de privarlo de las materias colorantes que contiene, so-
metiéndolo a la aceién del carbon animal. La decoloracion cs
ficil de conseguir, pero lo que sucede en este caso, es como
también veremos para las soluciones fcidas, que el carbdn jun-
to con las materias colorantes absorbe el prineipio activo. IEn
cuanto al residuo que se obtienc evaporando la solueidn toxi-
ca parecce cstar constituido por lo menos por dos fracciones,
una inorginica; la otra resinoidea y andloga en un todo a la
descripta anteriormente como substancia activa.

b) Fraccionamiento en medios débilmente dcidos

La otra porcién del liquido primitivo fué acidulada lige-
ramente con acido acético, hasta obtener un liquido claro ya
no precipitable. Separado el liquido de la parte insoluble,
lavada ésta con agua ligeramente acida y secada, se cfectua-
ron los ensayos de toxicidad eon ambas fraceiones. Los re-
sultados que se obtienen son analogos a los de la precipitacion
aleoholica, pues la toxicidad revelada por el preecipitado cs
nula, y sélo queda cireunseripta a la solucion. Esta evaporada
a sequedad, redisueita en agua caliente y agitada con benzol
permite separar, como ya antes lo haciamos, la fraccion toxica,
la que se presenta con los caracteres que conocemos. En euan-
to a las soluciones dcidas sometidas para su decoloracion a la
aceion del carbon animal pierden ecompletametne su toxicidad,
lo que nos ha oblizado a limitar considerablemente su empleo
en la elarificacion de los productos activos obtenidos.

Es en virtud de estos resultados, que nos inclinamos a
creer en la unidad de la substancia activa det Baccharis. En
cuanto a la explicacion de porqué el aleohol no extrae la tota-
lidad del producto tdxico, es posible que ecllo sea debido a
fendmenos de abdoreion como ocurre frecuentemetne en las ma-
nipulaciones biolégicas, mixime si se tienc en cuenta que la
extructura intima del vegetal no debe haber sufrido mayores
nodificaciones por la accion del agente extraetivo.
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La substancia activa del Baccharis Coridifolia preparada
por cualquicra de los métodos anteriormente descriptos se pre-
senta bajo el aspeeto de una substancia resinosa, translicida e
ineristalizable de un color que varia del amarillo claro, al
amarillo verdoso. La decoloracion completa del producto no es
posible obtenerla aiin después de tratamicntos prolongados con
carbon, ni ella ha sido posible lograr por medio de extrac-
ciones alternadas en liquidos ligeramente alealinos (CO,Am,
al 1 %) y débilmente acidos (CI,.CO.0H al 2 %). Faecil-
mente soluble en aleohol etilico, acetona, éter sulfarico, cloro-
formo, ete., podriamos decirlo que lo es también en todos
los disolventes que se¢ han empleado como puede observarse
en los eapitulos anteriores. Ilallar un disolvente que no arras-
trando la substancia activa permitiese su fraceionamiento, ha
sido una de nuestras preocupaciones, ecuando soluble toda la
fraccion obtehida en los vehiculos empleados, ya este método
no nos permitia mis avanzar.

Desde el punto de vista de la precipitacién parcial del
produeto estudiado por sales metalicas, los resultados alcan-
zados no han sido todo lo ventajosos que era dado esperar.
Empleando para ello soluciones alcohélicas y ctéreas, se efec-
tuaron ensayos con cloruro mereirico, sulfato verde de eromo,
nitrato de uranilo, subacetato de plomo, ete. De estas sales, tan
solo la altima permite la precipitacion fraccionada, pero el to-
xico se¢ reparte desigualmente tanto en el ligquido eomo en el
precipitado, haciendo initil todo intento de separacion. Los
otros agentes de precipitacion han dado atin peores resulta-
dos, no produciéndose en muchos de los casos precipitacién
apreciable, En cuanto al método indicado en Abderhalden de
separacion de eiertos gluedsidos (digitoxrina) por medio de
combinaciones con la colesterina no ha sido posible aplicarlo
en nuestro caso.

Mucho mis ventajosas han sido, para determinar la in-
dividualidad de nuestra resina los ensayos toxicoldgicos de que
anteriormente hemos hecho mencién y en los que los diversos
productos obtenidos conducen independientemente los unos
de los otros a admitir una misma dosis toxica de (0.00125 grs.
a 0.0010 grs.) para paloma por via intramuscular,

Veamos los valores obtenidos para algunas constantes fi-
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sicas. Su punto de fusion, que eomo ocurre con todas las
resinas, es dificil poder determinar con precision, ha dado, si-
guicndo la téenica de Bensemann un valor de 62° para la fu-
sion Ineipiente y de 65° para la completa. Descomponible ya
a una temperatura de 150°, la masa se hincha, emitiendo vapo-
res de olor desagradable (;hidrocarburos?) que se inflaman en
contacto de una llama con facilidad, quemando entonees con una
llama luminosa rica en carbon. Soluble en aleohol ¥ éter sul-
firico facilmente, lo es atn mas en cloroformo y benzol, co-
rrespondiéndoles a 15° los siguientes indices de solubilidad :

Aleohol (99°8) ................ grs. % 10.2

Eter sulfarico ................. " 16.56
Cloroformo ................... ” 21.31
DBenzol ... i ’ 11.97

siendo soluble por otra parte, en casi todos los agentes usados
en mayor o menor grado.

A 15° tiene una densidad de 1.1739, habiéndose obtenido
para su indice de refraceion en el refractometro de Pulfrich

de Nd = 1.57157

no habiéndose, por otra parte, encontrado actividad Gptica para

sus soluciones en alcolol., Su peso moleeular determinado por

ertoscopia de las disoluciones beneénicas da un valor que oscila

de 453 a 455. La substancia, ademas, no es nitrogenada, y su

composicion contésimal hallada por combustion en el aparato

de Carrasco y Plancher, acusa como valores los signientes:
0.2041 grs. de substancia dan:

CO, = 0.4800 H,0 = 0.0611

por consiguicnte la composicion eentesimal serd:
C% =635 H%=32 0% =233.3

los que permiten atribuirle la formula molecular:

Cy 5 O,

Sometida a la hidrélisis elorhidrica o sulfiirica no manifies-
ta una disgregacion bien marcada, no pudiéndose obtener en
sus liquidos por otra parte, reacciones que revelen la presencia
de productos dedivados de los azicares (furfuroles, ete.). En
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cambio disuelta en cloroformo y sometida dicha solucién a la
aceion del acido sulfirico concentrado obtiénese un anillo ro-
jizo de scparacién, no variando cl tinte de éste por adicion
de fenoles, aminas, ete.

El acido nitrico, asi como los oxidantes enérgicos, la ata-
can facilmente, no siendo esta aceién completa sino a en solucio-
nes concentradas. Como producto de la oxidacién hemos com-
probado la existencia en el liquido residual de aecido oxalico.
Los alealis, son sin embargo los agentes que mas facilmente
alteran esta substancia de euva aceion destructiva del poder to-
Xico ya nos hemos ocupado en ¢l transeurso de este trabajo y
la que completamos en una de las paginas siguientes.

De la fusién potasica de la resina, tan solo diré que hemos
podido reconceer la existencia de decido acético en la fraceion
de los dcidos volitiles, pareciendo existir en la fraccién extrai-
ble por éter un compuesto del tipo dcido-fenol.

Los valores obtenidos para los indices de saponificacion y
iodo son 122 y 15,1 respectivamente, correspondiéndole a la
resina un indice de aeido de 120.

Accion del IICl en solucion alcohidlica

En vista de la analogia que presenta el prineipio activo
del Mio-Mio con la especic que Gresshoff aisld del Derris Ulia-
ginose v a la que esta planta debe sus propiedades toxicas, y
recordando asimismo los trabajos de Sillewold y Power sobre la
obtencion de una substancia cristalina que vendria a corres-
ponder al anhidrido del dérrido, tratamos de repetir las ex-
pericneias de dichos autores con la resina tioxica aislada del
Baccharis. Al efecto y siguiende la misma téenica empleada
por Power, disolvimos 1 gramo de resina en 50 ce. de aleohol
absoluto al que agregamos 10 ce. de HCl (fumante d = 1.115)
calentando entonees la mezela a bafio maria durante 6 horas en
un balén eon refrigerante aseendente. Enfriada la solucién ob-
tenida, la que presenta una intensa coloracion marrdén y aban-
donada esta en un lugar frio apropiado a la cristalizacién, no se
o --varon cristales ain después de dos semanas. Solo peque-
fla  oreiones de resina ahora insoluble se habran depositado
sob. ¢ las paredes del recipiente pero su extruetura era amor-
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fa y su consistencia blanda. ILivaporado entonces cl aleohol,
tomado el residuo por éter y lavada la solucién ctérea obtenida
con agua para scparar las materias solubles en ésta, se evapo-
raron aparte ambas soluciones. La primera abandona una es-
pecie de barniz abundante, de color marrén intenso, de olor
aromatico, y la segunda un escaso residuo un poco mis claro.
Sin embargo ambas fracciones eran amorfas y no presentaban
en su seno indicios de cristalizacion,

En las dos porciones obtenidas, las que fueron disueltas
previamente en liquidos ligeramente alcalinos, se investigaron
la existencia de aquellos cuerpos que podrian ser producto de
la hidrolisis de substancias glucosidicas, pero los resultados
han sido engativos. Is1 Felhing no es reducitdo y las reacciones
de substancias alcalotdes no son evidentes eomo para afirmar
su existencia o no existencia, |






Accion de los dlealis sobre la substancia activa

Como hemos podido establecer, en varios de los capitulos
anteriores, las soluciones alecalinas, de NaOH y KOH particu-
larmente, actuando sobre las soluciones activas producian la
descomposicién total o parcial del tdéxico sin que éste se re-
generase por acidulacion,

A fin de obtener datos precisos se efectud la siguiente
titulacion la que debo a la gentileza del Sr. J. Negrette, del
Instituto Bacteriologico:

Accion de los dlcalts
(Sobre infusion al 10 %).

En Sycalis Arvensis, inveeciones intramusculares. — Du-
rante 24 horas a 20° (90 cec. de inf. 4 10 ce. sol. alcalina) :

SE INYECTA MARCA RESULTADO
0.3cc — sin marea................ i
Na OH 0.5¢cc — cola, dos alas........
N/i 0.8¢cc — » ala izquierda
1.5¢¢ — » » derecha........
0.3cc — cabeza, ala izquierda..,. vive
Na OH 0.5¢¢C — » » derecha.,.., vive
N/10 0.Bcc — diagonal, » | I vive
1.5Ce — » » izquierda.... vive
o.3cc — diagonal izquierda...... vive
Na ol 0.5¢¢ — » 2 alas......... (24 h.})
N/s0 o0.9cc — cabeza ycola........... (24 h.)
1.5cc — cola, ala izq. y cabeza.. +4 (24 h.)
0.3cc — caheza-tijera, ala izq.... vive
NaOH o0.5¢¢c — tijera, ala izquierda..... + (24 h)
N/100 0.8¢c¢c — B i ienaisaiianaans 24 h)
1.5ce — co0la, .. ..iiiiiiiiiiaiins 24 h)
Test. o.3cc — cabeza, cola, 2 alas..... vive
gocc in- 0.5¢c — lomoO .......cinernniannan + {24 h)
fusién 4 0.8cc — pata derecha............ (18 h)
»occ. Hao ‘ I.§cc — » izquierda,......... (18 h)

datos que como puede observarse, indican la descomposicion
del téxico por la Na OH en contraciones n/, y n/,,.

Toxwidad y accton fisiologica
Scntada como base indiscutible ,la toxicidad del Mio-Mio y

establecida experimentalmmente la identidad de la resina aisla-
da por nosotros con la substancia activa, cabe preguntarnos



bajo qué forma ella actuando sobre el organismo de Ios ani-
males es capaz de provocar su muerte.

Durante muchos afios, se le ha atribuido a esta planta
una accion caustica enérgica, la que el Prof. Messner comprue-
ba con las valiosas cxperiencias de su ultimo trabajo, pero la
planta directaniente, no revela a la observacion facilmente di-
cha propiedad.

Referente a la substancia activa aislada, podriamos, por
nuestra parte, expresarnos en términos anflogos; aplicada so-
bre la mucosa bucal no manifiesta facilmente dicha aceién, pe-
ro en algunos casos es frecuente notar al cabo de algunas horas
una sensacion sobre la lengua semejante a la de una ligera
quemadura. Inyectada por via intramuscular o intravenosa
no produce sin embargo edema local alguna, mientras que no
solo las lesiones que provoca son analogas a las de las into-
Xicaciones por ingestion, sino que su aecién es asi mis rapida
e intensa. Estas lesiones circunscriptas al aparato digestivo,
no guardan sin cmbargo entre si la concordancia que debie-
ran con la marcha del envencnamiento, ni la relaciéon que co-
rresponde en los diversos animales en que su aecién ha sido
estudiada. La irritacion de las mucosas gastro intertinales es
mayor en el perro que en la oveja; cn el caballo que en el
buey, siendo escasa en los conejos, y produciéndose comunmen-
te con preferencia en un érgano determinado para cada espe-
cie (‘‘gastroduodenal en el perro, gastroceecal del caballo, la
de los tres estbmagos menos el Hbrillo en los rumiantes, ete’’).
En cuanto a la sensibilidad de los diversos animales para el
veneno del Baccharis, el doctor B. A. Houssay, en su reciente
trabajo, es olece la siguiente graduacion de mas a menos:
para perro, caballo, vacunos, ovinos, eaprinos, paloma, rata, co-

70, conejo, laucha y rana; asiginndoles como dosis letales,
ouladas en planta seca las resumidas en el enadro siguiente:

.y r g
INYECCION 8138 |s|g|alsi8|E 2]
El13 )|l s |89 |2 2|c|8|¢=
cl2|313|8|5|2|2|2|%|%
POR SI&({ejoe|&]S]38 E = | &

Via bueal.,............., soc | 150 95 | oo | — | — -_ - -] -
Via venosa ............... o e e 3 t | — ] — | —|o03]095
Via subcutdnea........... 50| — | — 4 1 o505 02| — 2
Via intramuscular........ R e 4= =1 - 03| —
Via peritorial ............ l - - -=1]- 4 | - |- ==t -1|—




Por nuestra parte ,a mis de las numecrosas experiencias.
realizadas en el transcurso de esta investigacion y de las que
ya nos hemos ocupado, este capitulo ha sido completado con
dos experiencias en ferro y una en caballo, en las que una au-
topsia prolija permitio establecer claramente la naturaleza de
las lesiones observadas.

Ezperiencias fisiologicas en perros

Se hicieron dos experimentos en perros, ¢l uno por via
intravenosa y el otro por inyeeecion intramuscular, obtenién-
dose en ambos casos éxitos letales antes de las 18 horas.

Protocolo 1."—V . 16, 1918.—Perro adulto, de 10.500 gra-
mos. Se le inyectan por via safénica (0.1 grs.) de resina toxica
emulsionada en 10 ce. de solueidn fisiologica.

. A\ la media hora dipnea y temblores, y a los 45 minutos vo-
mitos. A la hora deposiciones abundantes, diarrea. A las dos
horas estaba .acostado, teniendo freecuentes convulsiones. In-
yeetado a las 6 p. m. del 16 amanecié muerto a la mafiana del
dia siguiente.

Autopsia. — Realizada csa misma manana por el doctor
Bernardo Houssay, did los datos siguientes:

Rigidez cadavérica. Mucosa bucal y esofagica normales. La
del estomago en cambio presenta color rojo violiceo en la re-
gion pildirea, notindose en ella una intensa congestion. Duo-
deno e 1ledn normales. El colon prescta placas congestivas.
Estrias rojas y congestion intensa del recto.

Pulmones congestionados, econ algiin edema.

Higado, bazo y pdaiherecas normales.

Rinodn, vejiga, idem,

Protocolo N.* 2.—VI, 3, 1918.—Perro de 9.800 grs.—
Sc le inycecta por via intramuscular 0.1 gr. de resina en 15 ce.
de solucion fisiologica.

A la hora, vomitos que se repiten varias veces. A la hora
y media, deposiciones abundantes y diarrea.
Aulopsia.—(Ilecha por el Dr. B. A. Houssay).
En el sitio de la inyeceion lijera congestion, pero nada



en el misculo en si. Mucosa bucal y esofagica normales Esto-
mago con contenido sanguinolento. La regién pilorica inten-
samente congestionada con manchas rojo vivas, Duodeno de
color rojo intenso, con los vasos inyectados y la mucosa con-
gestionada. Contenido intestinal liquido y sanguinolento. En
el recto estrias rojas y equimosis agrupadas en forma de rosa-
rio., Los vasos preséntanse inyectados.

Corazon en diastole.

Pulmones: se retraen bien; consistencia normal; color ro-
sado obscuro ligeramente congestionados.

Higado, riiién y bazo normales.

Lxperiencia en caballo.

Hecha en la Facultad de Agronomia por los Dres. Ber-
nardo A| Houssey y C. Flores:

Septicmbre 2|918.— Caballo colorado. — Hace tiempo
se encuentra en el corral del Laboratorio. Viejo, mas o me-
nos pesa 500 kilogramos.

Observaciones:

Dig 2 Pulsaciones Respiraciones  Temperatura

48 16 37.8
49 20 37.8
Dia 3— 40 18 37.2
45 16 37
42 12 36.8

D. 4 — A las 11.15, inyeceidn subcutidnea de 1.4 grs. de
resina de la que gs, 0.00175 matan una paloma.

Observaciones después de la inyeceidn:

Pulsacioncs Respiraciones Temperatura
50 20 37.4
48 12 37.1

Efectia movimientos masticatorios.

Tranquilo, ecome con apetito el pasto de los alrededores.

Empicza a formarse un edema cn la zona de la inyce-
eidn,



Tranquilo.
Pulsaciones Respiraciones Temwperatura
4 p.m, 50 22 37.8
5 o4 24 38.
6 60 922 38.
(. 54 14 39,

Dispnea muy pronunciada.

Decaimiento manifiesto, no ecome, oscilaciones de la cabe-
za que caia repetidamente. Camina con dificultad.

Dia 5 a las 7 a. m.—Amancce tendido cn el suelo, efectiia
violentos movimientos para levantarse sin conseguirlo. Abre la
boea, respiraciones profundas, movimientos alternativos y otros.
desordenes de los cuatro mtembros. Imposible tomar observa-
ciones de pulso vy temperatura. Muere a las 7.30.

La autopsia se practico enseguida.

Autopsia: — En el sitio de la inyeecion edema gelatinosa
extendido hacia la parte anterior.

Pleuras lisas y brillantes.

Pulmoues: Coloracion rosa subido.

Pericardio: contiene un poco de liquido.

Endocardio: liso brillante. Ninguna equimosis en ambos.

Aorta: lisa, normal.

Bazo: normal.

Estomago: mucosa gistrica parte pilorica rojo obseuro
subido, contenido sélido, presentando su superficie un poco te-
nida de sangre.

Gran fondo de saco sin congestién apreciable.

Mucosa del ciego en casi toda su superficie color rojo vi-
nosa, grandes manchas hemorragicas que siguen la direceién
de los plicgues.

Rinon congestion intensa en sus dos zonas.

Suprarrenales. Congestion intensa.

Colon, mucosa grandes manchas rosadas, destacandose en
otras un pequeiio puntillado.

Intestino delgado, pequeiios puntos hemorragicos en toda
la superficie de la mucosa.






Conclusiones

I. — El principio activo del Baccharis Coridifolia es una
substancia de aspecto resindideo, el que obtenido por diversos
procedimientos presenta el mismo limite de toxicidad (grs.
0.00125) (para paloma, por via intramuscular),

II. — Dicha substaneia no contiene N, no revelando por
hidroélisis la presencia de alealoides, ni la de produetos de ori-
gen glucosidico.

ITI. — Su peso molecular determinado por erioscopia osci-
la de 453 a 455 correspondiéndole la formula moleeular si-
guiente:

C. 11,50,
IV. — La substancia obtenida como Bacarina, segin la
téecnica de Arata, no es toxica (grs. 0.007).
V. — No se ha encontrado toxicidad en ninguno de los

otros produetos aislados del Baccharis, cera (grs. 0.3), esen-
cia (grs. 0.02), taninos, cte.
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Los ensayos de toxicidad, salvo en los casos en que se hace
mencion especiel, se refieren a palomg por via intramuscular,
habiéndose producido el deceso dentro de las diez y ocho ho-
ras en los casos considerados como positivos, En los casos de
resinas, ceras ¥ ofras substancias insolubles, estas fueron
emulssonadas previamente con goma, eén solucion [isiologica.

Infusion toxica: titulacion

Infusién al 10 ofo.

lce. ala derecha —_
2ce. ala izquierda +
dee. cola +
bee. diagonal derecha +
Bacarina
0.05 gs. ala derecha —
{ 0.02 sin marca —
0.08 sin marca +

(vestigios C,H,,OH)

0.06 ala derecha —_
0.08 pata derecha —

Fraccionamiento de la Extraccion amilica
Fraccion soluble en HCl 1 % purificada en éter.

0.002 gs. sin marea —
0.005 ala derecha —

0.007 diagonal izquierda —
0.010 dos alas —

{ 0.025 cola —

Substancia insoluble en C,II, OH frio

0.06 dos alas —_
0.095 ala derccha —_
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Porcion residual

0.001 dos alas

0.002 diagonal derecha

0.004 cola

0.003 sin mareca

Toxicidad de la cera

+ |

Se inyecta emulsionada por via intramuscular:

0.005 cola
0.075 sin marca
0.100 ala derecha
0.500 sin marca
Toxicidad de la esencia
Se inyectaron:

0.0100 sin mareca

0.0150 sin marca
0.0200 ala derecha

Ensayo de alcaloides volatiles
Fraceion correspondiente:

a 10 grs. de planta

a 16 grs, de planta

ala izquierda —
dos alas —

Precipitacion por substancias alcalinas
Extracto alcohdlico del precipitado de Ca (OH)
F'raceion correspondiente a:

10ce. infusién al 10 ojo cola —
50ce. » » sin marca —
se repite 40ce. » » > » —

Precipitacioncs con Al (OH),:
Liquido 20ce. cola derecha

Pppdo. 20ce.
Liquido 50cc.
Pppdo. »

diagonal derecha +
sin marca —

» » —
(Se abandoné esta ruta)



No dieron resultados ensayos con NII,, CO, Am,, Na (OII)
N/i00, Cte.

Agotamiento del cxtracto seco con disolventes

Sobre fraceidn correspondiente a2 5 grs. de planta infu-

siones cvaporadas CO,Ca.

en frio:
Alcohol — dos alas -+
Eter — ala derccha +
Cloroformo — sin marea -+
Beneene — cola +
Acctona — cola tijera —
en caliente:
Acctona dos alas —_
Eter sin marca + 36 horas
Aleohol cola +
Beneene ala derecha 4 26 horas

se repite acetona y obticne igual resultado.

Empleo combinado de:

Acetona (se agota en O)
Alecohol dos alas +
|  Acctona (se agota en O)
z Benzol sin marca —_

se abandona, la toxicidad del aleohol puede ser debida a potasio.

Precipitacion con dcidos
(econ HCl N/,) sobre 50 ee. de infusion (dosis mor-

tal = 3cc.)

Liquido sin marea -+
Pppdo. ala derecha —
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Repeticién experiencia anterior y decoloracion:

Liquido 30ce. sin marca +
Pppdo. 30ce. cola —
Liquido decolorado (33ce.) pata derecha —

Nota. — Repetidas estas experiencias se obtienen igua-
les resultados operando con acido acético, oxilico, etc.

Precipitacion por subacetato

Liquido (30ce.) ala dcrecha +
Pppdo. (30cc.) ala izquierda +

Nota. — La toxicidad del lig. pasa de 2cc. a Sce. Repe-
tidas estas experiencias se obticnen resultados semejantes.

—La defecacion de los liquidos con Pb (OH), da igual-
mente resultados inseguros.

Tozxrcidad de los extractos directos

Aleohol metilico 1 gr. de planta ala derecha
(X—1917) 3» » » ala izquierda

Alcohol etilico
(IX—1917)

1» » » dos alas
3» » » sin marea

+4+ ++

Acetona
(X—1917)

2» » » cola y ala derecha -4
4% » » cola y ala izquierda -+

Cloroformo

2 cola dos alas
(X—1917) > 2 y +

carbono
(IT—1918)

1» » » cola, tij. y ala der. 4

Eter sulfirico

1 cola, tij. y ala izq. -+
(X—1917) > > 2 !

Eter de Petroleo

1» » » cola, tij. y dos alas —+
(1II—1918)

|
|
|
Tetracloruro ;
|
|



Sulfuro de carbono

(IT—1918) % 1>
Acectato de etilo L5
(11—1918) :

Benzol 1>
(IX—1917) % 2 »
Toluene 1
(IX—1917) i’
Xilol 1
(IX—1917) >

¥ ¥

» diagonal derccha

» diagonal izquierda

» diagonal y ala der.
» diagonal y aia izq.

» sin marca

» cola

Exitraccion con disolventes no miscibles

Sobre 200ce. de infusién al 10 ofo.

N (1)

Eter sulfirico Ac

Ale

Ac

{ N
(Ale

Cloroforze

N
Ac
Ale

Benzol

N
Ac
Ale

Xilol

Sulfuro de carbono ! Ae

sN
'Alc

dosis toxica = 3 cm?®

ala derecha

» izquierda

dos alas

» >» pata derecha

»  » » izquierda
» » cola derecha

» » izquierda
» » »

> » » tijera

sin marca

cola tijera pata derecha
» » » izquierda
» » dos patas

ala derecha y cola
» izquierda y cola

+

+ 4+ ++ +

l++ | ++ [ ++ | ++

| ++

Las infusiones alcalinas, cuyos productos de agotamiento

—

(1) N significa medio metro, Ac-acido y Alc-alcalino.



no han presentado toxicidad, fueron aciduladas y agotadas de
nuevo obteniéndose los siguicntes resultados:

Xilol dos alas —_
Cloroformo ala izquierda —
Eter sulfarico ala derecha —

Titulacion comparade de toxicidad
Con infusién al 40 o|o (ddsis toxica = 0.500)

DISOLVENTES Medio C? de infusién agotados Rezaitados’
Ac. { 2 cc. sin 1(;mrca;.-1 —
Cloroformo.......... ) 4 cc. ala derecha +
N { 2 cc. ”n esté —
' 4 cc. " , tijera | 4
la derecha | —
Ac_ 2 cc. 1] [ a . ¢
Benzol ...., ..... ... { 4 cc. ,], oo d,, izquier. i
2 cc. ala izquierda

N { 4 cc. ,  cola +
Ac. 2 CC. ” " " tijera —_—
Eter sulftirico....... ! { 4 cc. diag. derecha +
N { 2 cc. ,, ala derec.| —
) 4 cc, ,, izquierda -}
Ac { 2 cc. ala gieregha +
Xilol................ 4 cc. quulerda +
N { 2 cc. dos alas +
' 4 cc. ,, , coca tijera -+
2 cc. , diag.izq. | —
Ac. "o ” _

Sulfuro de carbono . { 4c¢cc ,, » o w , der.
N 2 cc. pata derecha y cola _
o { 4 cc. , izquierda ,, +

Fracciongmiente de la extraccion bencénica
Titulacion del producto bruto:

0.0010 cola tijera
0.0020 diagonal derecha
0.0050 cola

0.0100 sin marca

+4+ |



Fraccionamiento por alecohol metilico frio:

Parte soluble 0.0050 cola
Pppdo. 0.0050 Sin marca

Se repite y obtienen iguales resultados

Titulacién del producto ya no fraccionable

Se inyectan:

0.0050 dos alas
0.0040 cola

! 0.0030 cola tijera
0.0025 ala derecha

t 0.0010 ala izquierda

| ++++

| +
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Titulacion completa de la fraccion soluble en CO,(NH,), al1 %
Se inyectan:

0.0050 ala derecha
0.0020 ala izquierda
0.00175 dos alas '
0.0015 sin mareca
0.00125 cola

0.0010 pata derecha

| +++++

Titulacion del producto fraccionado por acetona — sulfure
de carbono

Se inyecta:

0.00075 ala izquierda y pata izquierda
0.0010 cola

0.00125 cola tijera

0.0015 dos alas

0.00175 diagonal derccha

0.0020 diagonal izquierda

0.0050 sill marca

++ -+t

Existe mds de un téxico en el Baccharts

Infusién al 10 o|o de vegetal previamente agotado por
.aleohol :

= { 4dce. ala derecha +

VI, 15-1918 | 6ee. ala izquierda +
VI 17.1918 s 2ce. sin marca —
2 | 4ee. cola y ala derecha +
VI 17.1918 6Gee. cola y ala izquierda +
"1, 11 - 1¢ .

Cenizas de 5 grs. dosalas



-

- -
[

Fraccionamiento infusiéon tdxica:

(V1. 19, 1918)

T -7 ala derecha........

Testigo { 4 CCuuuiniitiiniiiieteeinrerncennnacrnoncnss » izquerda..._....

r T » dos alas........

initacié ]

P":;g;hﬁ'ic: Pppdo. (0.05 Br8 ) ....coviiiicinninnnnannns - sin marca..........
4 cc.—diagonal derecha...........

Solucién % Nodecolorada 7 cc.— » izquerda.. e

4 cC.— > » y ala der,

Decolorada { 7 ce— » . > izq.

Precipitacid

po::f:li?illr:cli;n Pppdo. (0.065) ..vooiinnir i +---. ala derecha y pata
4 cc.—ala izquerda y pata........

Solucién Nodecolorada 7 ¢cc.— » » » dos patas ..

Decolorada 4 cc.— » derecha» » > ..

7 cc.—-cola tijera .............. ves

Victor Arreguine (I.)

Buenos Aires, Septiembre 17 de 1918.



Septiembre 19 de 1918.

Pase a la Comisién Examinadora N.° 22, para que se sir-

va estudiar la presente tesis.

AGUSTIN MERCAU
Decano

P. J. CONI
Secretario

Los miembros de la Comision Examinadora N.° 22, que
subscriben, certifican haber estudiado la- presente tesis y re-

suelven aceptarla.

Enrique Herrero Duclouz, Julio J. Gatts,
Enrique J. Poussart, Jacinto T. Raffo,
José A. Medina, Luciano P. J. Palet,
Angel Sabatini, Orsini F. F. Nicola.

Buenos Aires, 26 de Septiembre de 1918.



