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P R E F A C I 0

La primera pregunta que se nos formula a ios que nos ocupamos de

temas tan especializados comoCate de los “Venenosde sapos”ges acerca de

la aplicación práctica que de ellos puede deriVarseo

Tan pragmatiZados estén iog_gspiritus en los tiempos que corren o
v oo: cc co .3 0..

o acaso lo han estado en todosgo'npó flbsfiitaihifiicil concebir el estudio pg

ramente desinteresado,que enouentra su razón de ser en si mismo,

Sin embargogcreemosque los presuntos lectores.ds este trabajo de

tesis bien merecenuna breve explicación acerca de,los motivos que nos in:

dujerOn a ocuparnosde semejante cuestión,que está,ciertamentegdesprovista

de aplicaciones prácticasgpero no de interes.

En 19589porrara excepción en una carrsva de tanta labor mterial

como la nuescra,pudimos disponer de algún tiempo libre ypcomodesefibamos eg

trenarnoa en la investigación en QuimicaOrgánica o Biolágica,nos dirigimos

al Drohlrredo Sordelli e a 1a sazón nuestro profesor de esta última materia

a con el objeto de requerir una orientación precisa a1 respecto.

Elaen conocimiento de nuestra intención,nos puso en contacto con

el Dr.Venancic Deuloteu,bajo cuya direccion comenzamosa trabajar,en el las

boratorio de la Sección Organoterapia del Instituto Bacteriológicc,el 15 de

Junio del año mencionadc,dia que fué para nosotros de gran emoción,porque

nos considerábamos desde ya como integrantes - por-cierto que los más mode;

tos - de 1a innumerable legión qus,en todo el mundo,trabaja por el progreso:
del conocimiento humano.

Con algunas intermitencias continuamos concurriendo todo el resto

del año al laboratorio citado,as1 comotambién al del Instituto de Fisiolon

gia de 1a Facultad de Ciencias Mfidicas,resumiendola labor realizada hasta

entonces en un opúsculo que,con el título de “Contribución al estudio qui

mico de algunos Venenoe de sapos sudamericanos" fue presentado a los Con
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cursos universitarios de la Institución Mitre correspondientes a 1959,acor

dándosele el lerflfremio de 1a Sección Quimica.

Ese afl0,asi comotambién el eiguiente,en que algunos de los resug

tados obtenidos fueron dados a conocer (pauloreu,Duprat y Labricla,19h0)a
noe fue de todo punto imposible volver a ocuparnos de este temaghasta que

en 19hl,libres ya de exámenee,pudimosreiniciar por rin los trabajos intera

rumpidosgestavez en el Instituto de Fisiología,exclusivamente.
El plan seguido en la presente nonogratia,qun comprendelas expe

riencias Verificadas en aMbosperiodos,ss el siguiente: Unaparte generalo

compúesta de ant9°°dbntes históricos y consideraciones acerca de los compa:

nantes habituales en los venenos de sapos,y otra eepecial.En estaalusgo ds

fijarse los términos en que se plantea el problema en el caso de cada espec

cie,se describen las operaciones efectuadas con preacindencia del orden cr!
nológioo (Euro marinus y Euro chileneis en l958,y Euro arenarum en 19h1);

prefirióndose,en canbio,atender a la importancia que ellas han adquirido e:
la literatura mundial.

Hubiera sido nuestro deseo dar mayor amplitud a este trabajo com

plementándolo con nuevos estudios acerca de otros burónidoe sudamerilanas

y con la prosecución de los ya realizadosgpero nos vemos en la necesidad ds

diferir ambospropósitos para mejor oportunidad debido,por una parts,a no

poseer las cantidades de muestra que serian necesarias y,por otra,a que las

reglamentaciones vigentes exigen la presentación de 1a tesis para la otora
gacióndel titulo habilitants.

Segúnnuestra modesta cpinión,este inconveniente podria ser sala!
do si,como ocurre en otras carreras,la aprobación de la totalitad de las ng
terias autorizase el ejercicio de la profesión,con lo cual se daria libero
tad para que los que asi lo deseasen pudieran obtener un diploma sufierior
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' yjlo que es másEnportantegacreoentaria el prestigio universitario al per

mitlr la reclizac15n de trabajos de mayorenvergaduragimpedida ahora,eome
en nuestro cascapor imperativos económicosineludibles.

Después de estas breves consideraciones,que estimamoa neceáariaG,

sólo nos resta expresar nuestro profundo agradecimiento a todos los queyen

mayor o menor graóogcoadyuïaron a 1a realización de nuestros pr;pósitos:
A1Dr.Venanclo Deulofeu,a cuya experta dirección corresponde a

sin exageración alguna o la mayorparte del merito que este estudio puudfi

poeeer.81n su ayuda,que tuVo siempre la delicadeza de dlslmular los ventas

de nuestra 1nezper1enc1a,nadanos hubiera sido posible hacer;

A los Dres.Bernardo A.Housea1y Alrredo 80rdelll directores,reepg

tivamtntefiel Instituto de Fisiología de la Facultad de Ciencias Hídicae y.
del Instituto Bacterielósieo del Departamentoflaclonal de Higiene quópal '

Permitírnoa utilizar los laboratorios y elementos de ambasinstitucionespnq

8610 contribuyeron de manera eficaz y decisiva a la realización material de

nuestro trabajo,s1no también e y ello no es loámenos importante - nos brin

daron la Oportunidad de ponernos en intimo contacto con dos ejemplares ore

¿anizeciones científicas comono se encuentran frecuentemente entre nosom

tros,de cuyo magnifico espiritu deseariamoe habernoa contagiado; i

Al.D:.darael Labriola,a cuya gentileza se deben los análisis coma

plementarlos de nuestra experiencia loa cuales,por haber sido realizados eo

bre muestras muypequeñasgrequleren el empleo de técnicas especializadany

minuciosas que ¿l domina ampliamente.





G E N E R A L I D A D E 3
Q

HISTORIA:Desde mucho tiempo atrás ha sido considerado el sapo como animal

ponzoñosogcapazde ejercer Pernicioea acción sobre los organismos a su a1

oancegpudiendoencontrarse ya en ei Talmudreferencias en tal sentido.
Y aunque asi parece oonfirnarlo el calificativo de "venenos" que

se aplica a las avhstancias que son objeto de este tra6309naycr influencia

que los hechos constatados ha de haber tenido,en la gestación de la leyenm

el aspecto repulsivo del anina1,que conVIerte a éste en una suerte de “pa

ris zoológico".
En efectopei bien es cierto que los burónidos poseen una secrecL

tóxica en su piel,no lo es menos que carecen de medios para introducirl; e:

el organismo de sus presuntos atacantesorazón por 1a cual no ha de ser muy

gratníe su poder ofensivo.

Desde el punto de vista de la acción terapéutieaopodamos decir

que estas substancias han side incorporadas a diversas farmacopeas populaa

res en el carrer de los tiempos.

Los curanderos que ejercían su oficio entre nuestros hembras de

camposolían tratar el herpes mediante la aplicación del animal sobre 1a

parte enferma.

En Extremo Orientepen caMbie,desde tiempos muy remotos se tenia

una nocifin muchomás exacta de su acción curatiVa y,habiéndoee conocido 1a

existencia del venenogsehabía aprendido a extraerlo y a preparar con 61 u

medicamento m llamado Ch’an Su en China y Senso en Japón a que,eplicado ex

tericrmentedresultaba beneficioso en el tratamiento del dolor de muelasgsi

nusitis y hemorragias gíngivalese

En Europayya en el siglo XVIEPYaun antespabundan las referencia

acerca de la c‘raeión de ciertas hídropesiae mediante el empleode 1a piel
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de sapo seca y pulverizada,medicamento que cayó en desuso cuando se intro

dujo la digit¡1,de comportamientosimilar pero muchomás energico.

Esta semejanza en la acción farmaccdinámioa no es casual y obedec

cs,según se comprobó mucho más tarde,al hecho de que en ambos venenos hay

substancias cuyas constituciones químicas guardan estrecho parentescogpues

los digitdlicos (venenos vegetales) son glucósidos cuyas agluconas pertene

cen al ya crecido grupo de derivados del perhidrnnio1‘_: t ‘ L -__,

mientras que estos venenos animales son mezclas complejas,cuwos componente:

no pueden agruparse en una comúndenominación,pero en las cuales figuran

también diversos derivados de ese mismohidrocarburo policiclico.

Pero la'qugica de estos productos recién ha progresado decidida

mente en el transcurso de los últimos treinta años,pues aunque ya en 1893

Phiealix y Bertrand,de Paris,señalaron la presencia de algunas bases,es re
cién en 1911 que Abel y Iacht,de la John Hopkins University de Baltimore,

llegan a un resultado de capital importancia en este tema,comoes el aislae
miento de un principio puro de acción cardiaca (posteriormente llamado ma

rinobufagina) del veneno de B.marinus.

Luego,segfinsurge del examende la bibliografia,decae el interés

por estos estudios durante un lapso de casi diez añoe,hasta que en 1920

Handovskylogra cristalizar algunas dales de las bases indicadas por los
autores franceses ya citados.

Pinalmente,es desde 1930en adelante que se multiplican los tra

bajos de Wieland en Alemania - que comenzaron ya en 1913 - y les de Chen,
Jensen y Chen en E.E.U.U.,todos los cuales han tenido importancia decisiVa

en la resolución de estos problemas,ac1arando bastante 1a composición de

los venenos y la constitución quimica de los componentes.

En la enumeración de estos estudios no pueden dejar de mencionarc
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ee los japoneses que,entre otras cosae,han tenido por objeto determinar la

especie de eapo con que habia sido preparado.e1 Ch'an Su,qne Chen y Chen

(1935,21)_han señalado comoproveniente del 'Buro bufg 9:12 "¿variedad

que ¡e encuentra corrientemente en China.

OBTENCION:Aparte de estas referencias de índole parapente histórica,dire
nos que el veneno ee obtiene fácilmente del animal vivo por expresion de

las glindulae porotoidee - que forman dee promontorioe cercanos a lee ojos

o de otras que,en algúnae especiea,ee encuentran en los muslos.

En estado de excitación - meoániea,quimieao electrica o la acta

vidad de las glindulae aumenta enormementey 1a seoreoiSn rezuma de ellas

.come‘unliquido espeso,de color blanco-amarillento,que,eeoado en placas de

vidrio,ee presenta bajo la forma de escamas con aepecte de gelatina.

Ademáe,comotodo el dorso del sapo esti tapizado de pequeñas glfi

dulae que excrbban una substancia de idéntica o parecida composición,pero

que no resulta productivo exprimir,ee obtiene esta eacrificando al animal,

deeollindolo y dejando la piel en alcOhol durante Varios dias.

Pero,qpeear de este doble extracción,oada ejemplar provee muypo
cekantidad de veneno eeco,reeultando la escasez de material 1a principal

dificultad para el eetudio.Se necesitan millares de animalee,que no siemprI
es posible consegnir,para intentar una investigación con posibilidadee de

éxito,y el menor accidente con pérdida de cubetanoia puede conducir al fre
caso.

Noobetante,lae especies de gran tamaño suelen rendir cantidades

apreciables (Deuloreu y Hendine,1938,ooneignangr.0,7-l,h por ejemplar de

B.paracnemie),pero esta ventaja ee más aparente que real,puea en eee caso

1a proporción de componentes activos ee bastante mener,como se comprueba

luego,a1 realizar 1a separación.



COMPOS;CION:Los vayamos de los burónidos tornan_eamplejoo de difbronte

constitución para cada especiegporo cuyos compóneátos puodon agrubarne en

varias traccioneg homogéneasque ostudiaremoo por separado.

Existe,on primer 1ngar,un ¡aportg fisico de nnturaloza proteica

vqna,aposar de-conatitnir 1a mayorparte de la socropión,no prooonta por

ahora interés paraanSntroa.
El raato,de menor tJJMmen,poroen el cual reaiden las propiedaden

farmacológio t que ¡or +n realidad Jas que han iadncido a1 estudio de estos

productos,puede ser divihido rn dos pïrteo:

13) una tasación neutra constituida por 102 derivados del perhi

¿rociclopentenofennntreno al cabaña Libro (30-6:terol y bvragínas) y conjue

gadoo con 1a suberilarginina {burotoxinas),que son los raapcusablea de 1a

accién cardiótónioa de ica vsvenoa de sapos;

23) Una tracción Láaica formada por substancias de tuerto acción

varobresorq (adrenalina) y por un grupo homogénoode deriVaflos ds la trip
tamina (bufeteninn,hufotanifiina¿dehidrdbufoteninn,bufotioninnJ,quo la pn
soon superado msnor.

UAubae con de tal importancia jara nuostro estudio que homo; ¿sti

madoconveniente qaignar a cada una de ollas un capitulo esponial donde se

mencionan nomorumentt las propiodades de ios respectivos componuntos y es

describen 106 métodos empleados en su conocimiento.



FRACCION NIBIUTBA

Mergsos productos de gran interes biológico - esteroles,doidos
bilisros,hormonss sexualssnitsminsnfigluconss cardiacos - integran el gr;
po de deriv'adoedel perhidrooiclopentonofemntrom,sl cual pertenecen tam.

bién 100 componentes de la fracción que nos ooups,hsb1tus1msnte llamada no;
tra.

En sonora]. podemosdecir que en cada veneno de sapo ella está

constituida por dos substancias de caríoter especifico que reoiben,respec
tivamente,el nombregenerico de Magma y bufotoxinsq por una tercera o

el colesterol - quem por el contrario,se encuentraen distintos tejidos
y órganos ds animales portonsciantes s las tamiliss más diversas.

Debidos esa especificidad que spuntsmosexiste un mm rent-,1.

vamonte crecido de estos productos,que reciben denominaciones variadas se

gún hs espacios de donde provienen y cuya estructura es,en mohosgoasos,
bastante poco conocida.

Pssarsncs,pues,s describir cada uno ds estos dos grupos en gene
ra1,refiriendonos en espacial s. los ustedes ofllesdos sn el estudio de su
constitución,pero previamente haremos algunas breves consideraciones acer

ca del ¡colesterol que,si bien ha sido descripto en infinidad de oportunida

des por hsbdrselo cncontrsdo en tutoriales provenientes de los órgano más
diversos,tiens,desde nuestro punto de vista el merito de ser un elemento
que estdlpresente en todos los ¡enanos de sapos.

COIESTLROL:Es esta uns substancia de enom importancia biológicu,que for

ms.lo. mayorparte de ls tracción insaponiricable de hs grasas naturales.

Su f6rm11s.,quese considerar definitivamente establecidspontisne

un esqueleto formado por tres ciclos hexagonales y um; pentagonal condensa.
dos,srrsnosndo de este último una cadenalateral ramificsds.?osoe,ademfis,



10

una doble ligadura en uno de dichos ciclos y,en otro de ellos,un radical ha

droxilo que le comunicacarácter alcohólico.

Colesterol

Para reconocerlo se usa su punto de fusión lh8-518,uns rescoiün

de precipitación que produce con ls digitonina y,mfis frecuentemente,las de

coloración de Liebermsnn-Burchsrd y de Hagor-Sslkowski,que consisten en ls

adición de unas gotas de ácido sulfúrico a soluciones clororórmicss de co

lesterol a las outles se hs agregado o nogrespectiVamente,uns pequeña canp

tidad de anhídrido ao‘tioo.
La runoifin que el colesterol puede desempeñar en los venenos de

sapos nos es desconocida,pero no seria extraño quo,tgnto las buraginng como

las burotoxinss,ruersn producto de sus transformaciones mediante procesos
de oxidacián '1n vivo".

¡iBUFAGINASzSegún queda dichogtambián las bursginas - que en algunas cape

cies reciben los nombresde bufetelina o burogenins - son derivados del

perhidrooielopentenofcnantrene y,oomotales,presentsn ciertas analogías con

el colesterol,que ee manifiestan por el carácter igualmente positivo de ls

reacción de L1ebermann-Burohard,ssi comopor la obtención,en amboscasos,

del hidrocarbnro de Diels - o metiloiclopentsnotcnsntrene - mediante la re.

ducción con solenio,que demuestra asimismo ls relación de uno y otros ocur
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puestos con el hidrocarburo fundamental.

CH3

. lletiloiolopentanofenantreno

CO (HidrocarburodeDiels)

Sin embargo,dosdeel punto de vista estruetura1,tales analogías

sólo subsisten en los primeros 19 carbonos que forman los cuatro ciclos,

mientras que,afipartir de a111,nos encontramos con otra agrupación atómica

estrechamente vinculada a un grupo de compuestos de origen vegetal: el de
las agluconas oardiacss.Dichs agrupación es un anillo lactónioo no satura

do responsable,según toda svidenoia,do la acción osrdiotóniea que ambasse

ries de substancias poseen.

'Tanto lo relativo al parentesco de estos productos con los estee

roles,oomo lo que se refiere a 1a posible existencia del grupo lactónico,
fueron ya señalados por Wieland en su trabajo inicial acerca de estos temas

(Wielandy Weil,1915) en base a1 estudio de las reacciones químicas y de la

acción fisiológica de.1a burotslina,que es 1a genina del B.vu;garis.
E1 carácter no saturado de dicho anillo fué descubierto merced a

que la actividad cardiotónica experimenta una fuerte disminución cuando se

hidrogena el compuestoy,por otra parte,porque el ¿oido liberado por hidró-w
lisis es tan 15b11 que no se logra su aislamiento.

Una serio de transformaciones de distinto carácter permite saber

algofimássobre la estructura de la bufiotalina.Asi,la adición de un par de

moléculas de hidrógeno con formación de hidroburotalina fija en dos c1 nú
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merode dobles enlacee,mientrae que la hidrólisis dcida,en le que pierde

ácido acético y produce bufetelieno,demueetra la existencia de un grupo aos

12011110 c

2 Hz \
czaflssos 7 czanooa

Burotalina Hidroburotelina

Jon, . COOH,H¿0)
czcnsooe > cl'lnlool

Bufetelina Bufotelienc

Le acetilación y la oxidación que conducen,reepectivamente,a la
formación de aoetilbufotalina y de una oetona (burotalona),revelan la proc

sencia de dos hidroxiloe,uno de los cuales ee secundario.

-2 H
‘ >

ción: 606 cuHJHoó

Burotalina Bufotalona

Es en posesión de estos datos que Wieland y Hesse (1935) propuo

aieron para la butotalina una rófmula - modificada posteriormente a que po

seía todos esos caracteree,o sea: el esqueleto del hidrocafburo fundamenta

un ciclo lactónico,doe enlaces etilániooe,un grupo acetoxilo y dos hidroxi
los libree,de los cuales hay uno secundario.

cu-—o———c=o
ll
c-——-CH,-——cal Burotalina

Wieland y Hesse (1935)
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En ella este último ee colocaba en c,,eimplemente porque en eee

mismolugar lo poseen el coleeterol y otros'productoe naturaleegla doble

ligadura ee situaba entre cq y c5 porque 1a hidrólisis de la burotcxina 

qnc,ccnn veremos más adelante,no es Otra coca que el compuesto que nos ocuo

pa conjugadoen el Cs con la suberilarginina o introduce un enlace etilSni
co.

ln cuanto al otro hidrozilo y a1 grupo acetoxilo ee los ubicaba

en 0., y (avreeïrootivmentcmorcue 01109,11 ser eliminados simultáneamen‘fie
en 1a produccián de butotelieno,reve1nn poseer entre si una relación de po

sición 1:3,hip6teeie que ee veria confirmada porque eeta filtim¿ lúbstancia

es coloreada.lo que indica la presencia de un sistema no saturado conJugado.

CH--O--C0
H

Bnrotaliano

cm Wioland y Hesse (19353

H0

En lo que al anillo laatónico raspecta,su eatudio presenta mayo
res ¿itioultades,pcr cuanto resulta bastante dificil abrirlo ein provocar
la deenaturalisación de au estructura.

Acetilando el'burotalieno para bloquear eu hidroxilo,hidrogenánu
dolo e hidrolizando el compuesto formado se obtuvo un ieómero del ácido hi

droxicolánico,cuya constitución no correspondía,ain embargo,a la de ninguna
especie conucida me este grupo.

comoal númerode pogibles iefimeroa es grande,tretibase entonces
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de diaminuirlo,9ara lo cual fué eliminado el radical hidrozilo,produ016ndog

aa un ¡oido que se denominóisdbntocol‘nloo por su similitud con el grupo

de las ¡oidos oollniooa,en 61 que han ¿”aparecido todas ha agrupaciones
ajena. a 1L estructuaa del 9erhinrooiolopentoncronnntrono,oonsorvündooe tan
solo “ng oaflsna lateral con un carboxilo on lu o:tromo,que permito suponor

wn ha nidoti “monto del mine laotánioo.

O CES

‘01! _GH¡—CHr-OOOB
cadena lateral del ióióo 1soburnooiin1oo

Fnltdba pussgsolnmento,rijnr la aituaoián del onlaoe etildnioo on

diana Wo y ello so consiguió mdimto 1a ozonisaoiamdo 1a burotnlim,
que produce ¿oido rórmioo.

Por otra parteaai bien 10a productos de hidrólisis son de una 1a

hiiiúad a:trcna.ereotnada ella en prssencia ao reactivos de aldehidoa (hi
iróxido de plata anauiaoal,rsaotivo de Sdhitr) acusa 1a existencia de pro

picando: reductorna,lo qua,de acuerdo a 1a fórmuia onunciada,se interrrotu

comoun equilibrio aldouonólioo en el producto de la reacción da apertura
¿el anillo láctenioo.

Posteriormeuto,sia embargo,ostoa mismos investigadoras 0W1eland,

Reese y flflttbl,1956).banuúos en el espectro de absorción de la butotalina,

que indica la eonjugaoiánde las tros dobles lígnlur60.- lia dos Otil‘nioal
y ln unión carbono-oxigeno dal Ácido laotoninado o y en 1a produccian de

ácido 3110111100(reacción de Hopkins-Cole) conjuntamente con ¡oido tórmi
oo,modirioan ia fórmula do-1955 y oqncluqon que la'burotalina ha de poseer

su par do onlaoea no ¡nturadoa en el haterociulo y que el grupo aosboxilo

no puede estar eh c, porqan,admitianno 1a existencia do un hidroxilo en qq,



15

le eliminacióe de ambosradicales mediante la hidrólisis ácida originaria

un unete sistema de doblee ligadurae conjugadas,lc que no está de acuerdo

con la región ultravioleta del espectro del burotalieno que,ccmchemosdie

cho,ee el compuestoasi obtenido.

Por lo tante,propcnen para la bnfotalina una nueva fórmula en le

cual todos los dobles enlaces están ubicados en el ciclo lactónico y el arg

po acetoxilo en C,,aunquo también piensan ellos que podria estar situado

en CS.

Bufotalina

Wieland,Heese y Húttel (1936)

Este ea,aproximadamente,el método seguido para esclarecer le eee

truotura do la bufetelinn,que hemosdescripto con cierto detalle por ser
¿sta una buresinn tipica.

Existen,ademáe,algunas ctree experiencias basadas en estudios con
rayos I y en la comparacióndel espectro de esta eubatancie och el de le

acillaridina,que es un derivado de uno de los glucóeidoe de la Scille 952;,
g¿23,cuya estructura ha sido minuciosamente examinadapor A.3tcll y ene co
laboradores.

En el caso de la marincburagina,que veremos en especial en el ca

pitulo correspondiente el B.marinus.e1 espectro de absorción no 9610 resul

te idéntico al de la aoilleridina,sino tedbián al'del cumalinatcde metilo
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(Taohesoho'y Offs,1935),1o cual es tanto más interesante cuanto quo esta

súbctoncia,do estructura simple y perfectamantc cotablocida,no ponce otros
grupos capaces de absorber rodiacionoc del ultravioleta.

%-—'CH--CH
CH--0--CO

Cumalinato de metilo

Ec interesante observar que el anillo lactónico de dicho Gster

es tambiCnigual al que figura en las fórmulas atribuidas en 1936 a la bn.

rotalina,por Wielani,Hocsey Büttcl,y a la cinobufagina - del B;bnfc garga

¿35253 -,por Tschoschci orto.Nnda raro ooria,puos,qnc con ulteriores octu
dioc tal estructura pudiera generalizarao para todos las goninaa.

BUFOTOXIgÉS:La: burotoxinnc son productos más complcjoa que las phrcginca

y,por eso mismo.monocconocidos aunque,sogfln so hn comprobado on el caso dc

los vononocde ¡launao especies (g¿33¿g=;35,3.!931ngg),cu constitución oc
la de las geninns correspondientes condugadnacon la cubcrilarginina.

El caso mejor estudiado es al del B.zg;gartg,on el oua1,comnya
lo exprocáramos,la aubordlarginlnc parece estar unida en 65.0uando ac arco

tüa la.h1dr611913 en condiciones muymoderadas cc separan roalmontc burobu

lina y suberilargininc,ccgdn la reacción.(1)gmientras que;ouandoaquéllas

con más sevsrac,hay una descomposición do ¿Mbaapartos,produ016ndoco enton

nos la reacción (2) con formación de burotcliono,ác1do acético y agua,por

un 1ado,y_do(cido añbórtco y arsinina por cl otro.

(1) cal-¡”oó-.0.OC(GH,).CO-—NH—?H(CH¡),NH-fi-NE2
COOB NB

Eurotoxina H.



17

366chao + BO‘OCszLCO-m-TBWEI),m-í-um
coca 1m

Burotalinn Suberilarginim

(a) qun‘zofin‘gc a o + cnrcoon + (cana-46001:)2+ c‘xïwomiN303
Butatozim Metalica) Ao.acético Ao.aubórioo Arginina

Eno].mln 3mbu1’otoxina,quosólo difiere da la. burotozina
on que ¿o ponce ol grupo aootoxilomorhidróliaia produoo,adon&ade (oido

¡Miele 3 asumannhidrobutogeriinafiubetanoia queno os idéntico a 1. bg
togeninadnro Qu- pudo lor obtenida por tratamiento de ¿ata con (oido cio;
hídrico concentrado.

Las burotozinna poaoon también propiedades oardiotónioumoro on

menorgrado quo las ¡tangas-3,91193“ que 1a cuborilarginlnn. no tiono,on ta

lco escondía nooiin que h de diluir h parto activa do la milenio.
En oonvonieato expuso;- aqu! que,toodo o]. punto de vista do h

aplicación toropóutioafio: gluoóaidoa no 3610tienen sobre lo. productos

activos de 10a Veneno:do sapos la ventaja do su acción ¡la ofirgioafiit»

tambión la no menosimportante de la peraistenoia do Catulo) que probable.
montoln de deberse a h asistencia do grupos each-icon.



Mano
Le otra paete de los Venenoede eepoe cuyo estudio presente into:

ree ee 1a fracción.bdeiea,aeí llamada porque los productos que la conetitu
yen poeeen esa reacción.

Son e11qa,en en mayor parte,derivados de la S-oxi-triptamine a

5-oxi-1ndol-2-etilamina -,exietiendo ademásadrenalina,que ee el únieo de
-loe componentesde esta tracción que ee encuentre en materiales provenien

tee de otras olaeee zoológicae.
Ya hemos señalado el hecho de que las substancias que forman 1a

'ïarte neutra do-oatoa venanoa,sa1voraras exoepciones,son específicae,pu

diendo deoiree en términos generales que hay una bufagina y una burotoxina
para cada especie de eapo.Lee básicae,en caMbiono lo son,direrencifindoee

los divereoe buróeidoa por 1a preeencia o ausencia de ceda una de estao ba.

eee,

POP080 Ou Búm°ro 08 Pequefioghnsta ahora 3610 hay cinco perfecta

mente identificadas:adrenalinagbufbten1na,nurbtenid1na,dehidroburotenina y

burotionina,hebiendoee señalado también 1a existencia de otros cuyo eabnl

conocimiento requerirá un prolongado estudio.Ae1,Wieland,Konz y Hittasoh

(i93h) obtuvieron,a partir del veneno de B¡arenerum,un pioreto que funde a
1h591 noeottoe,del de B.cg¿1eggie,hemae preparado otro que lo hace a 1273
y que nd eet‘ citado en la literatura.

Entrnnemoe¿hora a trataf en,pártioulnr ceda una de aquéllas ba

eee,reeeñando eu constitución y propiedades mi: importantes.

¿DREHhLIEA:La adrenalina,denom1nada tambien epine!rina,tiene la fórmula de

un derivado de la pirocataquina con una cadena lateral de carácter báa1co.
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OH

H0

CH0H—-—CHL—NH—CH¡ Adromlinn

Su presencia,un produce 1a contracción del sistema vascular P6111.

{fricoJ‘oó descubierta. hace ya tiempo en la secreción de la parte medular

de las cápsulas suprarrenales de los mamíferos.

. En las secreciones de los bufónidee,a 108 que 00311111103análogas

propiedades,gu función nos os desconocido.y algo difícil de explicar,pues

no sobornosqué papel pude desempeñar en ellas una substancia semejante a

concentración tan elevada.(En las glándulas parotomes de un solo ejemplar

de B.mr1nus la eentidad de adrenalina existente es cuatro veces mayor que

la que ee encuentra en un par de cápsulas auprarremles humanas).

El mérito de su primer hallazgo en estos Venenos corresponde a

Abei y Hunt que»? ios ya clásicos trabajos de 1911,39fia1aronau,presencia
en el 8.Er1ngg,reaultado que poateriormento corroboraron Jensen y Chen

(1930,1936) y Deulofeu y Handive (1938).
La adrenalina tambilln ha sido encontrada en otras especies de sa

pos.Enel mmm lo fué fameológieamento por Novare(1922:1923),tra

bajando en el Instituto de Fisiología de BuenosA1rea,y,oon posterioridad,

Bouloqu (1935).7 Jensen [(1935)realizaron simultáneamente el aislamiento;

mientras queen e]. Gá'an su fueran Chenflenson y Clan (1951;1952,l,231935)

quieneafianádoao de métodoscolon-métricas y famcodinámiooo,cert1fiea
ren In existencia.

mi las restante. ¡matema- de la tmeión básicadelos venenos
de sapos pasean aceífin vasopresora menea intensa y roman un grupo homogé



20

m de«una» den tant-msm:enel “¡Lomolo molan. ¡h mio
ba.sdhnin&oon.°nrtosa do cuatro capooioa qui-lean.dirarentec pcro estava

ehnnnnhevinculcdna entre a1.quc reciban el nodbra spnfirieo de burbtoninha

r que con'yn citadas en los trábajos inicialaa de Phiaalix y Bertrand (1993¡

1308).

La büfbtontnn propiannnte dicha oe,oun11tat1vu y cuantitatzïunnnp

tt,la más importante de catas basalgpor una parto ha sido encontrada en tom
fina la. espooisa sudamericanas qpe han sido objeto dqbatudio,en gran nfimsro

de la! de los otros continentes y en el Gh'ln Sn y,por otra,os la más ¡hun

danto.Partiendo de 50 gr.do vbneno do g¡mnr1ngg,neulorbu y Hondivn obtuwie

ron gr.1,6 de piorato de burotonina.

Fu! aislada primeramente por Handovnky(1920)¡quo logró proparar

‘vnriaa de ana ¡aloe cristalisadaa.y lucen por violand,flbsao y littnooh

(1951).“ llegaron a asignarle h tGmuh enano:N2.
Jensen y Chen (1932),quo señalaran la identidad de alguno. d. loa

derivados ds bacon provenientes de diversas oqpeoioo,domostraron farmacolóe

sieamnnta que la bufeteninn guarda cierta rolaoián estructural con la tripa
tamina,lo cual fué ampliamento oorrdborado por W101;nd,Kanzy littaadh

(193L)al aintetiaarln,oatablooiondo ¡si definitivamente su tórmula,de la
cual la do 1951parace ser un hidrato.

H0 c H,

CH¡—CHr-N< BufeteninnCH) '
W101and,Konzy Hittaseh (193h)

NH

31 mátodo.npleado por estos autores para 1a sintesis de la huye
tenina - que es 1a clava del conocimiento de 1a trnooián básica de Gatos va
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nenoe e es el que se una generalmente para la preparación de ppoductoe inp
dólicos eúbetituidoe,introduciándoee luego la cadena lateralo

Para la caracterización de eataa substancias ee suelen emplear

numerososderiVadoe,siendo loe más importante las ealee de los ácidos flan

viánico (2sh dinitro - 1 nattol o 7 aulfónico) y picrico,con los cuales la

bufetenina: un flavianato de P.F2130-12,un dipicrato rojo que funde a 1773,

un monopicrato amarillo que lo hace a temperatura muy cercana y un nonopi

crato rojo que,por calentamiento,ee transforma en el anterior.

BUFOTENIDIQA:Paralelamente al estudio de la bufetenina ha progresado el de

au baee amonio cuaternaria,la bufetenidina,que en 1931 Wieland,Hesae y Hit

teach aislaran Junto con aquélla del veneno de B.vulgarie y cuya estructura

ellos (Wieland,Konzy Iittaach,l95h) establecieran por sintesis mediante el
tratamiento de la butotenina con yoduro de metilo y ulterior hidrólisie.

cm
H0

C“r-C“t—N —-CH; Bufetenidina

on “a Wielandflionz y Hittasch (19514)
NH

Sin embargo,comoeste compuesto no es extraible por ¿ter en medio

alcalina y los análisis le asignan una fórmula que se diferencia de la de

Wieland en dos átomos de hidrógeno y uno de oiigeno,ee interpreta tal hecho
comola formación de una betaina entre el hidroxilo de la base euaternaria

y el hidrógeno de la función fenólica y la consiguiente pérdida de agua.

(H

o +//// s
H,—CH1—N’*CH3 Betaina de la bufotenidina

H3

NH
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Conel ¿oido piorioo la. bufetenidina 0610 de. un picrato de color

rojo y P.F.1988,siondo posible tambien obtener un navieneto de le misma.

oolcreoifin que funde a 195.2002.

Bata hace sólo presente relativo inter“ para nuestro trabajo,

pues no ha sido enontrede hasta. ahora en el. veneno de ningun de las espo

oiea sudamericanas por ninguno de ha autores que nos han preoedido,hab1en

do obtonmonosotros Mu» resultandomgativo.

Wa Ladehidrobufotenineeouncomponentede la ramoanba.
cion de los venenos de sapos que 3610 ao diferencia de 1a burotonins. en la.

carencia de dos ¡tome de hidrógeno,1o que engendra una doble ligadura en
le cadenalateral.

Este eetrwatura se demeatre,en humo;- lugar,porqm una simple
mamgenaoión ontalitica permite obtener burotenina,euya constitución ee

perreotemente conocida,y,edem€n,porquo 15.osonueoión produce amet-¿lamina

y ¿oido tónica.
. A tales resultados eo negó gracias a los trabajos de le'eeouela

de W1e1and,puooaunque en 1932 Jensen y Chenobtienen el namiento de esta

bese a partir de]. veneno do B.mr1nue,es 3610 en 1957 que Wioland y England

consiguentranetomrla en bufetean y asignarle así le fórmuladefinitiva

¿“ano
CHsC;;__N/ Dehidroburotenina\cH,

Wieland y Wielend (1937)
NH

Comoocurre con le butaten’dinaJa dehidroburotenimz da solamente

un derivado con el ácido p1críoo,que ee una eel de color amarillo y P.F.1891‘

con el flevfiInoomn cambio,” obtiene un Slavianato rojo que funde a 260-5}
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Pero la analogía con 1a ban cuatemria no termina ¡1111315.espe

cie quimica que nos ocupa no figura tampocoentre las substancia; que el 6

tor extrae en medioalcalina, carácter queobedeco,uím1m,n 1.a2mm
do una botaína entre el nitrógeno aminico y el hidroxilo {cuál-leo.

+ CQ

u+-CH T‘\\\cfls Betaína de 11
H dehidroburouninn'

IA explicación de “to fenómenodebe encontrarnuogfin tada an

dencia,on 1a “¡191111101611de la bagioidad de d1c'ho ¿tomo de nitrógeno hasta

un grado campatíblo,con 1a lavo acidez de la función fonólioa dobldn,on el

caso (te la delúdroburotenina y de 1.abutat-onidim,a la vecindad del enlace

otfl‘nico y a 1a sustentado treo mtiloa y un hidroxfloweopectivmnto,
puesto que 1a bufetenina - que no posee ni uno ni otros - no oo botainiza.

mm: Completa1a ¡ergode los derivadosde”la triptamina “tu cub
stancia,que debe su nombrea'la existencia do azufre en su mountain y quo,

"gún parado,“ encuentra en las pequeñas¿lindaa- do las piel” do loo
“pos pero no en la: parotoid“.

Su estructura M determinada.por ¡island y whhnd (1937)meer
a la hidrólisu oonácidos diluido; quo,a1dar ácido sulfúrico debí-dm“
foteninafi'ovolá que la bufationina es el producto do 1a conjugación de dl
chas substancias.

. —-.c N

Ou CH-—H— EurotionmVisitan! y Wiolimd (1937)
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comoel grupo aulrónieo o. bastante electrOnogativo,esto.compues

to,ds igual modoqua los dos últimos viatoa,se comporta comouna botaína

por pérdida du entra el hidrógeno rio: grupo citado y 01 hidroxilo del

nitrógeno “1:11.30.

¡5”° ,,,.cu,CH=CH—N
**\‘CH’ Bettina do la burobionina

H
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m ganara; ¿g 9223530365¿a ¿a tgnooiág básica gg ¿gg venenosgg oggoa

La separación de los productos básicos enumerados no efectúa. un

diante una. soria de opemoionoo,qm hemos sintetizado on el esquema que r1.

gun a. continuación a fin do moroiom una 1131611de conjunto.

En 61A!” oo do aplicación general a las secreciones do todos 1m

¡”908,210(“un la burotionina porquo,como7a lo ezpmaáramamua oo obt1¿

ne a. partir de los cueros.

¡{asiduo insoluble en clorurormo

que ha. separado las goninas
+/u°tan01\

801211019 Insolublo
+

Empoíaoión ¿meoétloo 1 fiJr
Pp.pcr olovotomo Evaporaoifin

+ J
Agua Pp.por amoniaco

+ +
Acido Alcohol

ntmoifin con ¿tor Insolublo saab]...

¿munizqoifin con 31(03)1\g. 5131151100 1 hapotaoiónmm +
Extva con¿tor AguaZpiorato 4,

Extraooidin con éterthuamto
han: mareo amos“ Alcannizaoidin conBuen)!+ +

notorioo no.1’hv15n1oo
Mmm mmm pura/to:D’mm



Parte especial
I‘

VEHEH’JS DE SAPOS SUDAMERIOAHOB
.A



ANTECEDEHEQS

En América del Sud existen numerosas especies de aapos,paro la

faltado estudios sistomfiti cos completos en muchospaises haoe dificil su
oonoóimientoanoto.

Sin embargo,sobre loa ¡enanos dd asuma quo ¡pasean comobien

identificadas se han efectuado lavestigaoionoa,prinoipalnante en Alemania

y Estados Unidos.;unquo también se han analizado algunas trabajos en nues.
tro pais y en ol Brasil.

Desde al punto de vista que no»: 1ntareaa,el más estudiada de los

saposstflamricanos 09,3111lugar a duda-3,01M - antiguamentellana
do m -.eapecia de gran tamañoque habi'L-uprincipalmente Jamaica y Bra
311,410la cua} aa han ocupado casi todos los emisoresya angiografía-MMM

se también a-ella la primera parta de nuestras experiencias.

En la zona tropical de nuestro pain so encuentra 01 Emaraoxgiñ'ïi

- aonooido cm. 1.-? aabt-ea de “sapo buay”o “sapo pipa” O'OWOveneno ha sigo

astudiado últmamant/e por Deulut‘cuy I-Iendlve(1958) en el Instituto Bacte

riológloo D.N.B.delBuenosAiramreaultando 3.agenius idéntica a la del M

12133.8.

Cmnoes Gate el printer caso que se oonooo de una buragina no espe

ofiioamlanuase al problemade establecer debidamentea1 ol Mmmm}; y el

mariguana son en realidad dos especies diteventes,como lo afirma.Luisma:
Instituto OswaldoCruz“) 31mm de ollas oe sólo um variedad de la atraco;

¡lo Opinan otros autores 7'pareoe indicarle la composición quintas de sus 'vo...
nano“ \

La especie quo nie cmfinmente ao encuentra en la provmcia de Buga

ma A1roa,y me es prínticamanto la únicc de esta zona que por eu ábunfianon

puede investigusups el B.mnamm,cuya secreción m6 ostudinda farmacoló
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¿1mm ,ya en 1922.9019un médico argentino {Benz-a).

Pero es recién en 1931;y 1935 mineral“ a lao trabajan ña Elbe

nnd y cohborndmarïonwz y Chen y 1391110911,”llaga a ur. conbclmrïmato

cabal de esta amando la cual nos ocupamostambién nomtroa ahara.

Por ¿minimal que constituye; 1a última parte de maath experiey
cias n un sapopequeñode culminando man-w la simntmiszoo
lógiea Identifica conel 12mm.}! quemihabia ¡bio estudiadohasta.
el presento.

En resumangio los venenos de las tapados sudamericanas podemos

decir que sus fracciones neutra: pomn,oomo ora de deparan-,nmua bufa
gimaaspoífleupahoel modelm ydelWang tieoam
ambosuna mima!!! «¡matoa lu fraceioms bfiaiaupparto don basesaun no

bien Identificadas,lao amazing composicione-u emana en e: aaa/1ra
adjunto .

EXISTENCIA,

’ DE BASES

Hmas
DZ ESPECIES

mmmm
Bufetenldm Burovtenim

mmm
Limon“
Bmhilenaia —

Bonham

++Debidmbntotoninn++¿nl-emma

++++aurotonm

++

+



BUFO M NUS

Fracción neutra

Comoya lo expreslramos,1a parte neutra de los venenos de sapos

ost! compuesto.por colesterol que,por ser perfectamente conocido en consti

tución y propiodadeo,no presenta mayorLntorés. en este caso” por buragina

y burotoxim,quo son productos especificos de estao secreciones.

El B,mar1nnano es excepción a tal regla y,oomo m bufotozina pa

rooo mr la buragum conjugan con la suberihrginina,ol estudio se concen
tra alrededor de dicha genim,oon lo ono].se simplifica notablemente.

mo UFGIRA:Los primeros investigadores que aislar: la marinobufagim_

son Abel y Maoht,que le asignan un punto de fusión 217-83 y una fórmula m!

nima 05309,.

311950 Jensen y Chen toman la ouosuón en el estado en que 13

dejaran estos autoroo,obtienon nuevamente1a subatanoia,consiguiondo seña

lar comoposible la fórmula (:“IIMO6mediante repetidos análisis de la misma

y de su acetilfierivado y consig'hndoun punto do fusión algo más bajo

(213-33).

Dos años despuée,.!onson,que continuara trabajando en este tema,

er; baso a1 tratamiento de la bufagina con ácidos y 6’1calis,que libera una

molécula de ¿oido f6m1oo,y a. la similitud de sus propiedades rmcológt

cas con las de las agluconas cardiacas en Cn,1nd1ca la p031b1;1dad de que l
ao,»trate del formil-darimdo de un compuesto con eso número de oarbonos,

proponiendo ontonooo la fórmula (NINOs,que está de acuerdo con los hechos
onmoiafioa y con las determinaciones roentgenográrioas de. estructuras cris:

talinaa efectuadas poateriormenta por Misa Crowroot (1935).

Jensen y ¡Nana (19314,)intentan luego fijar ln posición de las do



bla: ligaduras en 1a molécula y proponon‘comoposible 1a fórmula

¡»4€ H.—-cH.C—O-—C0
cm yarinoburagina según

Jensen Evans ‘
"co Y (¿93h)

n cunas»s P.M.h00)

ou

Ültimamente,Jenaan - según expresa Fieser (1937) en su libro so

bra 1:3 Gerivados del fenantrebe - considera próbablo que el grupo del c"

sea CB,on¿en lugar de CHo,yque la genina contenga dos hidrozilos tercia

rios en el C5 y en el Qu}: en una corta nota publicada en 1937 el mismoau,

tor,basado una vez más en 1a hidrOgenaoión de la marindburagina,adm1te que

esta substancia debe poseer tres dobles ligaduras,de las cuales des esta
rían en el ciclo lactónioo y una en la parte esterólica de la molécula.A

zepta ya cano definitiva 1a existencia de un grupo alcohólico en el Gw,y

SupLflüque otro hidroxilo es terciario v está situado sobre el CN.

1— 0- CO\
¡H 4 Czcc- CH—CH

CH, Marinobufuginn seg-fin

Jensen (1937)

o” c,,n,,o, '(P .MJMJ

JW.

En 3957,310tta y Nbioaer,del Instituto Eutantun de San Pablo (Egg

usa.
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sil),publican un trabajo sobre este venenocuyas conclusgpneadifieren en
parte de las de quienes ae habian ocupadode este toma con anterioridad.

, La técnica empleadapor dichos investigadores para el aislamiento

y purificación de 1a marinobufagina es similar a 1a que Wielandutilizó en

el estudio del BmVulgarisy‘va descripta más adelante,en 1a parte experimeg

ta1,puaa también guá 1a usada por nosotros en 1a separación del compuesto

que nos ocupa. Conaiate,en genera1,en una serie de recriatalizaciones obte

nidas de distintos disolventes,complementadas por cromatografias en colum

nas de óxido de aluminio (Brockmann),métodorecomendable para la separación

de substancias con prepiadades-muy cercanas y por eeo útil en este caso

(Zechmeister y von Cholnoky,1936).

Por este camino llegaron Slotta y Neisaer a obtener 1a bufagina
comouna súbstancia blanca,b1en critelizada,de P,P.205,5-208,52,cuya compa

sición.centesima1 difiere de las consignadas por Kbs] y Machty por Jensen

y Chen.

Por titulación del grupo laotónico determinaron un paso equivalqg

te de h78,lo que elimina la posibilidad de fórmulas en Cv,cuyos pesos mole

culares son cencanos a h00,y atribuyeron a 1a marinobufagina 1a siguiente:

Harinobufagina según

Slotta y Neisser (195?)

cnano6 (P.M.h.58)

en 1a cual un grupo propionilo esterificaria a un hidroxilo terciario,pose
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yendoademásotros dos hidroxilos libres,secundario y terciario,renpeotiva
. Q

mente.

Egperiencias personales: Comoya lo anuncifiramos (Deulofev,Duprat y Iabrio

1a,19h0),hemos repetido expntamente 1a técnica de preparación empleada por

Slotta y Neisser.81guiéndola exactamenteyen ia forma que se detalla en la

parte exporin-nta1,hemoa obtenido un producto de P.F.221-2229,a150 superior

al señalado en 1a ppimitiva memoria de Abel y Macht que,comparado con los
otros de la literatura nos da:

AbelymaChtliocooocooooooonooo-oc217-2182

JensenyGloria“.......o..-.on...2l2-2133
y 130188613....o..........205,5-208,52

Autor...cooa..............o.......221p2223

Comoestas diferencias podian atribuirse a que,durante el trata

miento de purificación,se hubiera eliminado el grupo propionilo supuesto

por Slotta y Neisaer,solicitamos a1 Dr.Labriola 1a determinación de los

grupos ácido-vclitil empleando el eemimicromátodo de KMhny Roth,que 61 ha

descripto en la revista del Centro Estudiantes del Doctorado en Quimicp
(1937-58),eon resultados negativos,siendo negativos asimismo 103 de una nug

va muestra que sólo habia sufrido el tratamiento inicial de purificación.

1a.múestra..........,.............o,99 7Kde acotno
aalmestraolliflClilOIOOOOOOICOIOOIO.621 n n n

Comocada ¿estilo aquivaldría a 8,88 fl y cada propion‘lo a una q;
rra algo cercana,ae Ve fácilmente que los datos hallados correaponden.a un

compuuatoque no los posea y,por lo tanto,1a marindburagina tendria libres
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todos los hidroxilos de los ciclos.

Acetilmarinobufagina: Jensen y colaboraddes acetilaron por vez primera lc

marinobufaginn y obtuvieron un derivado que consideraron comomonoacetila

do.Slotta y Heiher,por su parte,también admitieron 1a introducción de un

radical acetilo en la molécula de su producto de P.F.205,5-208,53,cuando
trataron a éste con anhidrido acético.

¡Exeerienciae pgrscnalesz Nosotros hemosvuelto a preparar 14acetilmarínobu
regina,sin dificultad alguna,pero el determinar los acetilos presenten en

ella,hemos encontrado con gran sorpresa que las cifras obtenidas acuaaben

la presencia de dos de dichos radicales.

La operación fue efectuada por calentamiento de 1a marirobufagine

con anhídrido ecático,ta1 comova descripto en le parte ezperinnntal,y el

producte,trae repetidas recrietalizacicnes,óió P.F.229-23}3.
Los acetilce fueron doeíficedoe por el Dr.Labr1cla en la mirma

forma que antes,deduciéndoee por diferencia la cantidad esterifícada por
los hidraziloc libres.

la.mu98tra...oa.‘co......cac.....21,15 í de ¿estilo
aicmuestraooococcecoteecceeeeooo018’71 Z n a n i

Estos áatoc - especialmente para este método que da cifras algo

elevados y,afiemás,debiendo ser disminuidos en 0,6-1 %,de la substancia cria

ginai -ebt&n muycercanos a 17,76 %,que corresponde a dos acetiloe,no ha- J

biando por lo tanto dudas de que la substancia original presenta dos nidrg

xiloe acetileblee,mienfras que hasta ehote,tanto Jensen y Evans comoSintta

y Ebicoer,habian considerado comomonoacetilado al deriVado obtenido,bnsán-l

doce para ello 6610 en 1a d terminación de carbono e hidrógeno. w
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Si en la fórmula QHHHÜSde la marinobufagina,d6 Jensen y Evana,

introducimos dos acetiloa tendremoa<¿}g¿¿ (peso molecular hflh),d:69,h2 fl
e 3:7,h3 %,Valores algo más bajos que los hallados por Jensen y Slotha,lo

cual hace pensar que quizá tenga razin este último cuando estíua que en ne

cesario revisar la fórmula original de la marinobufagíná,pero,por otra part

te,h0 puede introducirae grupo acilo alguno en su molficula.

En resumen,podemoadecir que la marinobufegina posee el núcleo

del perhifirooíelepentenofenantrene unido a1 anillo 1act6nico.de las ¿gluco
nas cardíacas,existiendo un enlace etiléntdo en los ciclos y dos hidroxiloa
acetilables.

Si una de éstoa es el primario que está en el C“,y al otro terciá

rio y,por lo tanto,de dificil acetilación,debemosconcluir que el tercer h;
droxilo ee con seguridad aecundario,aunque su posición exacta queda para

ser fijada más adelante6

Debemosmencionar también el hecho de que un análisis erecfuado

sobre-una muestra de marinobufagina sacada a 1002 dió 6:72.25 í e 328,07 fi,

lo cual coincide mejor con 1a fórmula propuesta nor Jensen,QNH0 ,que conJlá

la de Slottu y Nbisaer,oomo lo demuestra el siguiente cuadro:

¿rarzaerxzcuïlno5. . . . . .oalculafio. ..,Cg72,00 fi H:8,0Ó í

Slotta y Heíaeerlyga."...".....C:70,78 í H:8,56Í
Encontrado. o-oaccesoo I noli... ¡0.0372g25 Z H38007 í

En cuanto al alto peso molecular calculado por Slotta y Neíseer

en base a 1a titulaaión del grupo lactónico,puede deflïse a que la apurtura 1
do ésto no sea total,lo cual aumentaría el peso equivalente hasta el valer

ya indicado o



55

Parte experinñntal

MABINOEUFAGINA:En ur aparato de Soxhlet se extraen 20 gr.de veneno seco,

con clorüformo,hasta completo agotamiento.53 eVapora parte del disolvente y

se agrego 5ta: de petróleo hasta precipitación total.EVap6raee a su Vez Co

te y se recrisüaliza 1a bufagina de metanol acuoeof(De aquí se tomó la se

guniu ñueetra para dosifiicar ácetilo).

Se disuelva en no cc.de acetona y la solucián asi obtenida se ha
ce.pa:ar por una columna de 23 cm.de ¿xido de aluminio (Brookmann),en cuya

parte superior queda un anillo amerillento,eluy6ndose con ho cü.de clorofog

mo.

ETupófiarse los líquidos que han pasado por la.oolumna (acetona y

cloroformo) y los residuos se recriefiulizan de metanol,con lo cual se obtig

nen hermosos cristales que funden a 213-52 en ambos casoe,por lo cual se

juntan,asi comotambién sus aguas madres.

Recristulizase la eubstancia de alcohol absoluto y se divide en

dos porciones: una para la determinación de aoetilo y la obra se continúa

purificando de acuerdo a la técnica adoptada.

Trátenee las aguas madres con éter dbaolnto y se ¡traga éter de

petróleo para conseguir mayor precipitado.00mo nada de ¿ete ee produce,ae
evapora el disolvente y el residuo se une a la porción de substancia que es

vw a seguir pnrificando.

Se disuelve esta en 10 co.de aeetonn y se hace pasar por una co

lumna de 6 cm.de ¿Aido de aluminio (Brockmann) - en le cual reaparece el e

nillo amarillento - eluyándose con cloroformo.

Por evapozloién de la acetona y del clororormo quedan abundantet
residuos que ee dietelvenírespectivamento,en 20 63.3 5 oo.d9 alcohol (bee

luto caliente.Luego de filtrar se temapunlc de fusión,que resulta ser
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218-203;

Se disuelve en h oc.d9 acetona y se have pasar por un filtro ro

cubiorto con óxido de aluminio (Brockmann),en el cual queda una lovisima

capa amarillagsa lava con 16 co,de acetona y se vierte con agitación en 60

co.de agua a 523,dejando en heladera ykinalmemte filtrango (P.F.221-223)

Qgterninaoión gg_ggqg¿gg: lagmuastrd 2a.muentra

substan-Üiaoooooooooo00022,50aguas-¡ooooonoose’l7 m8.

“ROE gasta-daoooooooo,l700.000.00.0009000'67 0°.

Aootilo enoontrad°oc09000’62 gooonooovoooooloo,99 x

Agá113;83

h,827 mg.do substancia dieron: 12,780 mg.do co2 y 5,LBOmg.do nio.

Calculado para. CNHHOS......a:72,oo S......H:8,oo í
Encontrado............ o:sooc=72.25x000900H88'07

hostigggginQburggigg: En un tubo de ensayos de 50 cm.do longitud,a cuya bo
oa se adapta otro más delgado que actúa comorefrigarante a soflujo,ae oo

looan 250 mg.de marinobufagina (P.F.2123) y 5,5 oo-da anhídrido acétido,oa
loutándoao dos horas a bañomaria.

A la solución asi cbtenida se agregan 50 oc.de agua,agitando pa

ra homogeneizar,y se deja 2h horas en heladera,1uego de las cuales puede

observarse un precipitado blanquecino que ee filtra y reoristaliza dos ve

ses de alcohol (2.9.220-38).una tercera lo haze subir a 225-73.

gggggm;ggg¿é3_ggggggg;.: la.nuestra 2a.mueatra

sabatanoia.............20,39 mg..............9,8h m3.
¡sonu/so gastado.......hphhoo..............2.h2 0°.
Acetiloencontrado.....13,71S.........,....21.15 f



B U F O H A R I N U S

Fracción básica

En esta fracción ha sido señalada hasta ahora 1a presencia de tres

bases,a saber: adrenalina,bufotenina y dehidroburotenina.

La de adrenalina fue consignada ya en 1911 por Abel y Macht,en su

clásico trabajo sobre la especie que nos ocupa,y corroborada posteriormente'

por Jensen y Chen en 1950 y 1936 y por Deulofeu y.Mendive en 1938.

Son estos mismos autores (Deulofeu y Hendive) los primeros en in.

dioar la existencia de bufotenina en el veneno de B,marinus,pueu ni Slotta

y Neisser,que poco antes (1937) se ocuparan de 61,ni los otros investigado

res que anteriormente lo hicieran,1a señalaron en ninguna oportunidad.

La dehidrobufotenina,en cambio,habia sido aislada de esta especia

por Jensen y Chen(1932),que la obtuvieron comof1avianato,y por los citados

autores brasileños,mientras que Deulofeu y mendive (1938) no consiguieron
encontrarla.

Eznerienoias ngrsonales: De los datos anteriores se deduce que algunos au
tores habian hallado dehidroburotenina en el veneno de B.marinus sin encon

trar burotenina (Slotta y Neisser,1957),mientras que otros,en cambio,habian

obtenido esta última pero no 1a primera (Deulofeu y Mendive,l938).

Conel deseo de aclarar esta diferencia realizamos un detallado
fraccionamiento de la parte básica,habiendo hallado simultáneamente,eobre

una nueva muestra,adrenalina,bufotenina y dehidrobufotenina,que fueron de

bidamentecaracterizadas por sus pioratos y flavianatos.
La bufotenina y la dehidrobufotenina están tan vinculadas entre

si que no seria dificil que se pudieran transformar una en otra fácilmente

y que la preponderancia de una sobre otra o la falta total de alguna de e
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llas se deba a factores fisiológicos que nos son desconocidos.

Parte esperimental

BUFOTENINA:El residuo de la extracción clorofórmica descripta en página 35

se seoa,cubre abundantemente con metanol y deja de 6 a lO dias a temperatu

ra ambiente,agitando a menudo.

La extracción se repite una vez más y ambosextractos,evaporados

conjuntamente a vacio,dan un residuo que ee lleva a sequedad y luego a de

secador con ácido sulfúrico,para eliminar totalmente el metanol y toda el

agua que éste pudiera contener.

Se redisuelve el residuo en muypoco alcohol absoluto y se le a

ñade cloroformo,dando un precipitado que,redisuelto en una pequeña cantidad

del primer disoñvente se reprecipita con el segundo.
Dicho precipitado vuelIU a dieolverse,esta vez en agua,y se ex

trae con éter durante 2h horas en un aparato de Kutscher-steudel.La solu

ción acuosa,que es de reacción ácida,se alcaliniza luego con hidróxido de

bario,continuándose la extracción durante otras 2h horas.

El éter de la extracción ácida se seca con sulfato sódico y se de

ja eVaporar a temperatura ambiente,dando tan poco residuo que no puede tra

bajarse.

El de la extracción alcalina,por el contrario,da,por evaporación

a presión reducida,un jarabe espeso que se disuelve en 30 cc.de agua ligeej
ramente aoidulada con acido clorhídrico.

Dipiorato: Parte de la solución se trata con 50 cc.de acido picrico al 1 fi,

precipitando dipicrato de bufotenina bajo la forma de hermosos cristales

rojos que,recristalizados de agua ligeramente acidulada,funden a 1773 (En
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la literatura: P.F.17h-753).

Monopicratoamarillo: El dipicrato rojo se trata con benzol hirviente que,
disolviendo en parte el ácido picvico,transforma al producto en moncpicrato

amarillo,el cual,una Vez decantado,da un punto de fusión de 175-773.Recris

talizado de agua funds a 1773.(Enla literatura: P.F.l733).

gonopiorato ¿giga Se recristaliza el dipicrato rojo de una solución de bi
carbonato sódico,dbteniéndoee asi nonepicrato rojo que,recristalizado.80

transforma por calentamiento en el amarillo alrededor de 1573 y funde a

1782.

Flavigggto: El resto de 1a solución al qua no ae ha agregado ácido picrico

se trata por solución de ácido tlarilnico,que da 0,5 gr.de hermososarista.
le: rojos los cuales,recristalizados varias veces de agua,fundena 1522.(¡n

la literatura: P.F.130-513).

gggggggggggzggzggsLa capa acuosa de 1a extracción etérca a1ca11na,tratada

con solución de ácido p1crico,produce un precipitado obscuro y sucio que ao

recristaliza de agua y de alcohol de 908 y que,una vez secc,toma color ama
rillo sucio.

Picratoz Filtrando,dejando sacar y reoriatalizando varias veces de alcohol

ac obtienen 10 mg.de cristales amarillo-obscuroa de picrato de dehidrobufo

tenina que funden a 1853.(En la literatura: P.F.1893).

Flavianate: So disuelve parte de ese picrato en agua ligeramente acidulada,
se extras con ¿ter hasta périda del color amarillc,se concentra la solución

acuosa casi hasta sequedad y se añade ácido flaviánico,que produce la pre

cipitación de cristales rojos de tlavianatc de dehidroburotenina,loa cuales
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funden a 260-653 con descomposicióno(Enla literatura: P.F.260-653).

ADRENALINA:La parte que el metanol no disuelve (véase página 58) se deja

secar y se trata con 110 cc.de ácido acético al l %,formandouna papilla

que se deja dos dias en reposo y se trata con 500 cc.de alcohol,con lo cual

se consigue la precipitación de la parte proteica,que se separa por centri

fugación.
El liquido aouoso-alcohólino se evapora a presión reducida hasta

eliminar todo el alcohol (hasta unos 50 co.).Se añade entonces gota a gota

una solución de acetato Uáico de plomo,queproduce iigora turbidez,oonti

nnando hasta que no se 1a obserVe más por nuevos agregados de dicha solu.

ción.

Para eliminar el plomo se centrífuga y se hace pasar una corrien

te de ácido sulfhidrico.Al precipitar el sulfuro de plomoqueda una soluafi

ción muylimpias que se evapora hasta 3-5 cc.,se coloca en un tubo de cen

trífuga y se alcaliniza con_amon1aoohasta viraje del azul de timol.
Obtiénese en esta forma un precipitado pastoso que se deja 2h ho

ras en heladera.Sc decanta la solución acuosa y se le añade,lentamente y

con agitación,alcohol de 963 que disuelve la pasta,con lo cual quedan cris
tales blancos de adrenalina (P.F.2153,calentamiento rápido) que,una vez se

cos,dan un peso de 2h me.

La adrenalina asi obtenida se purifica por disolución en alcohol

ácido acético y repreoipitación con amoniaco(P.F.2l72,calentamiento rápi

do).

Evapófase la solución alcohólica de la pasta y se añade un poco

de agua acidulada,que la disuelve y de donde se extrae con 6tor.Aloaliniza

se con hidróxido de bario y se sigue extrayendo en la forma indicada.
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La extracción ácida no deja residuo apreciable,en tanto que la

alcalina da una pasta,que se disuelve en agua ácida,y de la cual se pueden

¡reparar,an forma similar a la ya indicada,digicrato 1 flavianatg 92,2222r
ton¿ga,caraoter1zadoa por sus puntos de fusión y mezcla con los anterior
mente obtenidos.
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B U F 0 A R E N A R U K

Fracción neutra

¿snoBUFAsINAzEl estudio quimico de la secreción del B.arenarum má mag

do por Chen,Jensen y Chen (1933) que,ademas de colesterol y de otros produg

tos que se consignan más ddelante,aislaron una genina (arenobugagina) de

P.F.2208 (corregido),a la tual atribuyeron la fórmula 02511,96.
Jensen (l955),que prosiguiera estas inVestigaciones,confirm6 los

datos enunciados y los amplió,anunciando la determinación de un grupo ace

tilo en la molécula de la arenoburagina y la preparación de diversos deri
Vados.

Sin embargo,algunos resultados que Wieland comunioara privadamen

te a Deuloreu y que-éste ¡ancianara en una conferencia pronunciada en Kon

tevideo (19h0),difieren bastante de los de Jensen,pues el autor alemánman

niriesta haber aislado,de los cueros de B.arenarum,una genina que funde a

2503.

erienciag_2ersonalesa Conel deseo de aportar nuevos elementos de juicio

a la resolución de este problema realizamos algunos ensayos (Deulofeu,Du

prat y Labriola,l9h0) que nos permitieron obtener una buraglna de P.F.251—

353 y fórmula cuflnq5,que no reveló la presencia de acetilos (menosde l f).
en su molécula.

Era evidente,pues,que nuestros resultados habían complicado aún

más la cuestión,en lugar de aclararla,puesto que los puntos de fusión con

signados para la arenobufagina eran ya tres,en lugar de dos,y,en contra de

lo manifestado por Jensen,no se habia constatado en ella la presencia de a

cetilo alguno.

Comoposeiamos una apreciable cantidad de secreción (60 gr.) y
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cerca de 1.000 cueros de B.arenarum resulvimos insistir en el aislamiento

y purificación de la genina,usando el método que se describe en la parte

experimental y que,salvo pequeños detalles,es idéntico al empleadoen el

caso de la marinobufagina.

En esa forma conseguimos obtener unos pocos miligramos de una

substancia cristalina e incolora,cuyo punto de fusión (2h8-509 coincide

prácticamente con el registrado por Wieland.Losanalisis realizados sobre

ella y sobre una muestra algo más impura parecen atribuirle la fórmula

(üggfk’
En resumen,de los diversos puntos de fusión consignados hasta a

hora,gue son los siguientes:

Chen,Jenseny Chen........................2203
Wieland......o...................5........2503

Deulofeu,Dupraty Labriola.............251-358 ig!
Autor..................................2hB-503

4

podemosdecir que se deduce la existencia indudable de una arenobufagina

que funde a 2503,dado que la diferencia entre nuestro dato y el de Wieland

carece de significado y que el consignado anteriormente por nosotros debe

obedecer a una deficiente purificación,que no es rara,puesto que elevar la

temperatura de fusión por arriba de 2523 es tarea bastante difícil,que exi

ge por lo menosuna cromatografía y numerosas recristalizaciones,en las que

se pierde gran cantidad de material.

En lo que respecta a la marcada divergencia que existe entre es

tos datos y el de Chen,Jensen y Chenpreferimos no abrir juicio por ahora

y dejar a trabajos ulteriores el establecer las causas que la motivan.
Debemosagregar que el contenido en acetilo del producto de punto
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de fusión 2h8=503resultó inferior a l %glocual indica ausencia de tales

radicales en la molécula de la geninao

Acetilarenobufaginas Jensen (l955),tratando la arenobufagina de P.F.2202
con anhídrido acético a bañomaria preparó un derivado mouoacetilado de P.F.

162-638.

Experiencias personales: Nosotros,empleando el método que Va descripto en

la parte experimental,hemos acetilado una muestra algo impura de P.F.2253,

obteniendo un producto que funde a 2h6-h82 y contiene 18,1 %de acetilo,es

decir,dos grupos acetilo por molécula (Calculado para Cflfgékz 18,2 %de aa
cetilo),lo que indica la existencia de dos hidroxilos,posiblemente secunda

rios,en la arenobufaginaoriginal.

ARENOBUFOTOXINA:Chen,Jensen y Chen (1935) encontraron en la secreción del

B.arenarum un compuesto de P.F.l9l+-952 y fórmula CHHHOÓ.CHHZ‘Ojquue no es

otra cosa que la bufotoxina correspondiente a esta especie.

Egperiencias personales: De los restos de preparación de la arenobufagina
pudimos aislar una pequeña cantidad de una substancia que se presenta bajo

el aspecto de pequeñas esferas formadas por finas agujas de P.F.l983 y que

corresponde a la bufotoxina hallada por los investigadores mencionados,aun

que el análisis de su contenido en nitrógeno está más de acuerdo con la f6;

mula: enanos .C NHque con la que le atribuyeron los autores americanos.MHZ‘lo 'I

Parte egpgrimental

ARENOBUFAGINA:Se muelen finamente 55 gr.de secreción seca y se extraen en

un aparato de SoXhlet durante 30 horas con cloroformo al cual se ha quitado
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el alcohol que pudiera contener mediante 2 o 5 lavados con su propio volu

mende agua,desecación con carbonato de potasio anhidro y ulterior deetilaa

do,a fin de que los productos básicos del veneno no sean también extraídos.

Sin embargo,vnapequeña parte de éstos es arrastrada en forma de particulas

negruzcas de consistencia alquitranoea.

La muestra ee coloca en desecudor y vuelve a ser tratada en la

misma forma durante 6 horas con una nueva porción de disolvente,con lo cual

se la considera totalmente agotada.

Ambasfracciones se unen y,luego de evaporadaa y dosecadae,ee las

redisuelve en un pequeño volumen de cloroformo y se lee agrega éter de pe

tróleo hasta completa precipitación de una masa paetoea que,1uego de unas

2h horas de reposo,vu61vese friable.

El precipitado se disuelve en 55 cc.de acetona exenta de agua,ee

cromatografía por una columna de 10 cn.de alto y 1 cm.de diámetro de óxido

de aluminio (Brockmann)- en la cual queda un anillo parduzco - y se eluye
finalmente con clororormOn

Se eVapora la ecetona y el residuo seco se disuelve en alcohol,

filtra,concentra y deja en heladera,con lo cual precipita la arenobufagina,
¿ue ee criataliza de alcohol.

Las aguas madres dan,por evaporación parcial,fraccionee más impu

raa quc se purifican disolvióndolaa en acetona y cromatografiándolas pñr el

método yn empleadc,1uegode lo cual se las recristaliza varias veces de am

cetona,llegando asi a obtennr una porción muypequeña que funde a 2h8-508.

En laa recristalizaciones hemospreferido emplear acetona en lun

gar de alcohol - que es el disolvente usado en el caso del B.marinus y del‘
4

B¡chilenzia - porquo,siendo la gpnina menossoluble en aquélla que on éste,

se pierde menor cantidad de material en las aguas madres.
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Análisis:

Calculadopara CuEg¿¿.....ca..........C:70,59 í Hs7,69g
nuestra N31...(P.F.2h8-503)..........Ca?0,60 x 112?,86z
nuestra N2¿"(lamenta-502)...M.....c:7o,55 S ¡127,885€

nuestra N33...(P.F.2Lfl-l¡B3}..........c:7o,57 fl 3:13.01;S
nuestra N3h...(P.F.2h7-h88)..o.....r.c:7o,ly7 í 327,91s

Determinacióngg acetilo:
Substancifig........¡..&n-.....an..o.....25,6°.mg.
NQOH“¡29 gastado...oa.............a.....0,10 cc. 4
Acetiloencontrado....oa..........¿...o..0,8h g

Aeetilarenobufggina: En un tubo de ensayos de colocan 110 mg.de arendbufa

gina de P.F.2253 y se les agrega 1,1 cc.do piridina y 1,1 oc.de anhídrido

acático,oon lo cual se obtiene una solución incolora que se deja 2h horas a

temperatura ambiente.

Transcurrido este plazo se añaden 11 cc.de agua,produciéndoae un

precipitado'blanco,amorfo que,después de tres recintalizaciones de alcohol

agua,acuaa P.F.2h6-83.

Determinacióngg acetilo:
Substanoia...............oñn...oo......o20,h7 m8.
NROH312° gastado....¡.....--oo-oo.....o1,73 oct
Acetilo enaontradooooooooaoo¡noooooooooole,l %

ARENOBUFOOXI 2 La solución clorofórmioa residual de la preparación de las

fracciones básicas (véase página h?) fué evaporang¡disuelta en alcohol y
precipitada con étergropitiéndoao tres vanos el tratamientoo

La porción insoluble en éter,quo da una intensa reacción de argi-J
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nina (Reacción de Sakaguchi),ru6 disuelta en alcohol de 30 fi y dajnda en

heladera,precipitando asi un residuo pastoso que se rodiaolvió en alcohol

de 20 5 y dejó precipitar nuevamente;

Las operaciones ae repitieron Varias veces con el añadido do'oaro

bón actiVU hasta que se obtuvo un precipitado incoloro que se continuó'ra

procipitando do alcohol de 20 %,llogando un momentoen que el sólido eo pr!

Santo bajo la forma de rosotaa constituidas por finas agujas que,en una o

portunidad en que se depositaron sin agruparse,fueron filtradaa y sacadas

con aoetona,d&ndo P.F.1983.

Análigis:

5,265 mg.do substancia dieron: 0,358 co.de Nz A 183 y 766 mm.

Calculado par'a CNHHOÓ.CHHHO.’N.,.........N:7,ñ’ %

Encontrado (corregido).... ooocoooooooooNÏBgOBz
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Fracción básica

Según los resultados obtenidos hasta el presente,de todas las een

pecies sudemericanas,es el B.arenarun el que posee una fracción básica más

compleja en su venenogpues en olla ha sido señalada 1a existencia de cuatro

de las cinco bases que se dan comocorrientes en estos materiales,a más de

una quinta de constitución desconocida.

Así,Chen,Jensen y Chen ( 1933),en su trabajo ya citado,ccnsignan

el hallazgo,on la secreción de este aapo,de dos bases caracterizadas por
sus {lavianatos de P.P.150-313 y 2658,a las que denominan arenobufoteninas

Ay B,tratándose,evidentemente,de bufetenina y dehidrobufotenina.

Poco deepuáe,estudiando el material proveniente de cueroe,Wieland¡

Konzy ¡ittasch (193L),sin ocuparse para nada de la fracción neutra,confir
manla presencia de dichas bases,señalan 1a existencia de otra cuyo picrato

fundo a 1453 y consiguen aislar la‘subetancia sulrurada que Wieland y Vocke

(1930) descubrieran en el g¿ggga_y denominaran buzotioninn.
Por filtimo,en 1955,Deulofeu entre nosotros 7 Jensen en E.E.U.U.,

demuestran sin lugar a dunas la presencia de adrenalina en la secreción del

gágggggggg,que ya habia sido señalada por Novaro (1922) en,base a pruebas

farmacológicas.

Eggeriencias personales: Nosotros,usando el método corrionte,ccnfirmamos ‘

una vez más la presencia de bufoteninagmientras que,de las aguas madres con]

centradas,obtuvimos en una oportunidad un picrato de P.P.185-888,oeracteri

zado comode dehidroburotenina por transformación en un {lavianto de punto

de fusiGn 260-623,que suponemosidéntico al aislado por los investigadores

que nos precedieran.
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Por otra parte,trabajando con cueros,conseguimos obtener una apre
ciable cantidad de burotionina.

Parte eggerimental

La parte no extraída por el cloroformo se deja secar al aire y se

cubre con metanol durante unos 20 dias,agitando algunas veces.Se renueva el

disolvente y,luego de dejarlo otros 10 dias más,se filtra y ambasfraccio

nes se evaporan conjuntamente a sequedads

Al residuo asi obtenido se le agrega alcohol absoluto,que no lo

disuelve totalmentegse calienta y;cuando la parte no disuelta se encuentra

en suspensión se añade cloroformo,que produce un precipitado amorfo.Se deja

reposar y al dia siguiente se decanta.(Las aguas madres clorofórmicas se

someten al proceso indicado en página hó para el aislamiento de la areno
bufotoxina).

Repetida la operación,se disuelve el precipitado en agua y se lo

extrae con éter durante 18 horas en un aparato de Iutscher-Steudel,obteniég

dose asi una fracción etérea que no deja prácticamente ningún residuo al

ser evaporada.

La solución acuosa se aloaliniza con hidróxido de bario y conti

núa extrayendo durante otras 18 horas,luego de lo cual se decanta.

Tanto la capa acuosa,cuyo bario se elimina con ácido sulfúrico;

comola et6rea,que se evapora dejando un residuo que se redisuelve en agua

acidulada,son divididas en diversas porvciones que se tratan con ácidos pi

orico y flavianico dando,en varios casos,preoipitados rojos muysucios que

quizá sean de burotenina.

BUFOTENINA:Las particulas de consistencia alquitranosa que fueran arrastra
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daa en la extracción clorofórmica (véase página h5) se decantan y disuelvenj

en alcohol,obteniéndose asi una solución que se evapora a sequedad.

Picrato: El residuo,redieue1to en agua,ee divide en dos porciones.A una de

ellas se le añade solución saturada de acido pícrico,produciéndoee asi un

precipitado rojo de picrato de bufetenina que,recristalizado varias veces

de agua acidulada,funde a 1723.(En la literatura: P.P.l773).

Flavianato: A la otra porción,en caúbio,se le agrega ácido flaviánico,obte

niéndoee un precipitado rojo de flavianato de bufetenina que se somete a

varias reoristalizaciones de agua acidulada (P.F.1253).(En la literatura:0
DEHIDROBURDTENINA:En una de las oportunidades en que se realizó el trata

miento de los productos básicos según el métododescripto,de la fracción a

cuosa que habia sufrido ambasextracciones etéreas (¿chia y alcalina) logró

se la precipitación de un pierato gg dehidrobufotenina,de color amarillo y
punto de fusión 185-883.(En la literatura: P.F.1893).

BUFOTIONINA:Los cueros de B.arenarum fueren cubiertos con alcohol de 963

durante dos periodos dé 15 dias cada uno,luego de lo cual Juntáronae loa

extractos,que fueron evaporados a sequedad.

El residuo fué disgregado en el seno de éter de petróleo para di

BOler las substancias grasas,deoantado y tratado con alcohol,donde se di

solvió parcialmente.Qued6asi insoluble la bufotionina,que fué filtrada,eo

metida a la acción de carbón activo y recristalizada varias veces de agua,

dando cristales que se descomponen a 2h28 y funden a 25h: con deeprendimiegi

to de gases.
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Mmm
Eggeriencias oeraoealest Sobre el veneno de Bsohilensis que,oomoya lo 3x3

preaáTamOs,98una especie corriente en algunas regiones de Chile,no habia

sido realizado hasta ahora trabajo alguno.

El nuestro - efectuado con productos provenientes de las glándu«

las 5 de cueros secos - tiene forzosamente el carácter de preliminar,dado

¡un a: ¿entidad de material de que se dispuso era pequeña y la genina en
tonxrala resultó dificil de purificar y reoristalizar.

CHIggNOBUFaagggtDel veneno exprimido pudimos aislar una substancia crista

ïính,ï¡?unïe de nbtrógeno,de P.F.223-2h3,que admitimos sea la bufagina con.

vostonllsnüv (chilenoburegina),a la cual los analisis efectuados asignan

una fórmula CNHNO‘a

Esa mismacarencia de material,a que hacemosreferenoia,hizo rra
¿usa? tQJLQlas tentativas realizadas para aislar una burotozina,aunqus pu

dimos obtener una pequeña cantidad de ¿oido subórioo que,oomo se sabe,os

uno ¿e los habituales componentesde esta clase de productos.

Parte egygriggntal

gggggggggggggggzEl Veneno obtenido por expresión de las glándulas ss fina

wante pulverizado y secado al Vacio,vuelto a pulverizar y extraido con olo

soformoen un aparato de Sozhlet durante 2h horas,luego de lo cual se lo sa

oa,pulvariza y extrae nuevamalte.

El extracto clorofrímnix se ahogo-9 Eau-sta¿siguio volumen y tu“

precipita oon éter de petróleo de 96530 le obuïïioión bajo,obtenióndose una
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substancia amorfa,oólida o incolora.EÍ precipitado,bien'aooo,oo disuelve
totalmente en aoetona,haciéndoso pasar la oolnoión_por una columnade óxi

do de aluminio (Brnoknann) y recogióndose dos poroionoa: La aoetona que pop

sa directamente y la empleada para lavar la columna una vez que ha termina

do de atravesarls la solución primitiva.

ambas fraccionoc se ovaporan y dan un residuo inooloro sólido quo

se disuelve fácilmente en muypoco cloroformo puvttioadó.So añade éter sti

Iico absoluto y,en ¿unos oaaoa,preoipita un solido blanco,todavia amorro.

So la vuelvo a oooar y disolver on clororormo y se lo añado éter,

poco a poco,haota turbidez,obtoniéndoso do las dos fracciones cristales i

dónticos que funden a 219-208 y que,comotienen las mismascaracteristioaa

y no dan depresión on su punto do fusión cuando se los mozola,no Juntan pa

ra trabajarloa ulteriormonto.0ha buena criptalización 9610se logra ai la
solución clororórmica es algo diluidaglas soluciono: concentradas dan pre

eipitadon incoloros y aólidoa,poro amarres.

Esta operación se repite dos vocoa,volviándooe la fracción orio

talinn cada roz mi. insolublo en oloroformo,por lo cual laa últimas reorie

talizacionos se efectúan de alcohol,a1 cual no añade luego ¿tor absoluto y,
finalnonto,átor de petróleo de bajo punto do obullición,haata quo la turbi
des soo.pornanonto.86obtienen ¿al cristales prismáticos,incoloros,solüblos

en alcohol y oloroformo,pocoen éter e insolublos on ¿tor de petróleo y a
5ua.7undon a 223-2h8 y-don una reacción do Liobermnnanurehnrd azul,quo pap

no pronto a vhrdo.

mas
1¡¡Inoltrnz 5,182 ¡soda substancia dieron 15,050 m¿.do Gozy
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2a.muestra.: 5,158 mg.do substancia dieron: 12,980 mg.de CO; y

3,790 mg.de nio. 

Calculadopara.0233.06.................C:68p92 Í 838,15S
num-a n: 1..........................c:68,93 1 H:8,03¡t
¡mostrans 2...........................c:68,60 z H:8,l;7%

¿13m mas El extracto etáreo ácido de una.partida d'e cueros de la

Cual se obtuvieron bufotionina y bufotenina (769.9 página 55) d16,por eva
poracióan residuo del que pudo separarse una pequeña cantidad de Ácido

sub6r1c0,quofué identificado porque,deSpuésde varias recristalizagionoa
de agua,acusó P.F.1h03 y no dió depresión en el mismo por mezcla. con una.
muestra auténtica.
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gggcoién bfisioa

ggggriencias gorcoge¿ogz El residuo de la separación do la bufagina (véase

página 51) fué cuidadosamente fraccionado por madio de la marcho genoral

que hemos indicado en página 25,poro no so consiguió la caracterización do

ningún proúucto.

En este sentido tuvimos mayor¿lito al trabajar los cueros cocos,

pues en la parte que corresponde a los camponontcabásicos pudimos estable

cer sin ninguna duda la existencia de burbtoninn,iden&ifinada comopiorato

y tiavianato,asi comotambién obtener una considerabla cantiiad de bufotio
nina.

Por otra parte,de las aguas madres de esta preparación,aialamos

una nueva basa que da una neta reacción indólica de Adamkiewicz-Hopkinay

Cuyopicrato funde a 12723pero se la encuentra en tan pequeña cantidad quo
su caracterización ha de resultar dificil;

Parto ogpgrinnntal

El residuo de la extracción clorofórmica fué sometido a1 trata

nicnto notiiioO'y c todo ol fraccionamiento.detallado en página 25 ï,sin

embargo,on ninguna de las fracciones pudo aislarce una bano,ni comopiorai
ni comof13Vianato.

La extracción de las pieles se realiza dejándolaa con alcohol do

963durnnto unos 15 dias y dostilando el extracto.Bl residuo,caci un Jara

bc,ae filtra y da una porción insolúble quo,recristalizada de alcohol,pro
duos colesterol.

El Jardbo,conoentrado nuevamentey tratado con un poco de alcoba:
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absoluto vuelve a dar dicha substancia.8e evapora de nuevo la solución casi

a sequedad y se trata con éter de petróleo,que provoca la formación de un

precipitado.El dieolVente se renueva a menudoy sus soluciones eVaporadas

dan colesterol.Todae las fracciones de eete producto ee caracterizan por

punto de fusión y punto de fusión mezcla.

La poroióniinsoluble en éter de petróleo ee disuelve en un poco

de alcohol y se vuelca en abundante agua helada.Una parte ineoluble preci

pita de inmediato y ee produce a veces una suspensión coloidal.Cuando asi

ocurre se filtra el precipitado grueso y ee concentra luego a Vacio,con lo
cual suele rompersela suspensión coloide y hacerse filtrable.E1 filtrado

se evapora parcialmente y extrae - previa acidificación,ei no estuviera pri
mitivamente ácido - con éter en un aparato continuo.

Evaporado el dieolvente,e1 residuo que queda es prácticamente nu

lofipor lo cual se lo desecha.

ggzgzgn;z¿z La solución acuosa ee alcaliniza con hidróxido de bario y se

extrae de nuevo con 6tor.De esta porción ee aiala burotenina,que se carac

teriza comopiorato y flavianato siguiendo la técnica corriente (véase pá
sine- 58).

gágg_xgggLIg¿zDe las aguas madree,deepuáe de eliminar el bario can ácido

sulfúrico y concentrar,no se ainió ningún f1avianato,pero si un picrato de

P.P.1273,que aduana base indólica,puee da una reacción de Adamkiewiczpnop

kia. ponitiva,pero que está presente en tan pequeña cantidad que no admite
por el momentoun mayor estudio.

gazgzggg;g¿z Una nueva partida de cueros (aproximadamente 600) fue extrai

da con alcohol de 963 en la forma habitua1,repit16ndoee la operación y eva
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Nuestras experiencias y las conclusiones que de ellas se derivan

pueden ser resumidas en la siguiente forma:

m MINIS:
13).-Eomod'eometido a la marinobufagina a un proceso de purifica

ci-Sn,habiéndola. hallado concordante con la. fórmula. de Jensen enanos y con

un punto de fusión 221-223.

23).-Por acetilación de la marinoburagina hemosobtenido un doriv

vado de P.F.225-273,que resulta ser diacetilado,on contra de la opinión ha;

ia ahora admitida que lo da comomonoacetilado. l

33).-De la fracción básica hemosaislado y caracterizado bufete- 1

n1na,dehidrobufotenina y adrenalina.

ggggmaga:
18).-Ln ulterior purificación de la arenoburagina de P.F. 231-352

y fórmula cnnnqs ,ha permitido separar una fracción de P.F.2h8-503 que,a1
igual que aquélla,no contiene grupos acetilo y responde,en cambio,a una

fórmula CNHNO‘. 4

23).-Por aoetilaclón de la arenobufiagina homesobtenido un ¿eri

vado de P.F.2h6-h82,que también ea diacetilado,lo que indica la presencia

de dos hidroxiloa,probablemente secundarios,en la molécula de la arenobufa-‘

gina.

33).-Hemos aislado arenoburotoxina de P.F.l982,cuyo contenido en,i

nitrógeno está de acuerdo con el de la fórmula CHH”0¿.CH 0 Nq,o sea la an ¿u ‘i
. 1

renobufagina de P.F.231-353 oondonaadacon la auberilarginina.

hi).mEn la fracción básica hemoscaracterizado bufetenina,dehidn2
bufetenina y bufotionina.

1



parando conjuntamente ambos extractos a ¿equodad.
El residuo fu‘ tratado primeramentecon 6ter da potróleo,que di

suelve el colesterol,y luego con a1cohol,quodandoun rento insoluble que se

recristalizó varias veces de agua,resu1tando ser burotioning,quo ¡e descom

pusó a 2553 y fundió a 23462con desprendimiento de gases.

De ente. partida pudo aislerse nuevamenteWatenfiprocedonte de
10.extracción etóroa alcalmmn la formahabitual.
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2m 932mm:
13).-De le. fracción neutra de este veneno homo. Helado une bufe

gim de P.F.223-2h.3 y fórmula. cuanoó (ohilenoburngim).
23).-En dicha fracción hemos comprobadotanbien la. preeenoiu. ie

colesterol t de ¡oido eubérioo.
{JL-El estudio de la tracción bieiou rean le exietenoia de bu

totenine y bufotionina y de otra bue M611“ deeoonooida.que de un plom

to de 9.19.1278.



. ¡3 : 6°
= o ¿o s '-;°“Ea' I...

PHISALIX CJ BERTRANDG.(190é).-Com:p’c. .¿ÏláE300.3101095Lv9520

sm'rm c.H.y NEISSBRc.(1937).-uem.1nat.nutantan,;¿,89.

mscnsscus'RJ om 11.11.(1936)"Ber. ¿2,2361.

wmmm Ha usan G.(1935).-Ann.,5_1_.1,22.

wmmm H.,HESSE0.:; mmm. n.(1935).-Am.,5.g¿¡,2o5.

wmmm)Hui-138830.: ummcn H.(1931).-ner.,g¡.2099.

wmmmn3.,Konz NJ unnscu H.(193h).-Am..5_1¿,1.

wmmno na vom: r.(1930).o¿nn.,gg_3_._,215.

wmnmv 3.: mm. F.J.(1913).-Ber.,yá_,3315.

wmmrm3.7 wmnn T.(l937).-Am.,5g9_,25h.

zncmmwm ¡"y CHOLNOKïL.VON.-D10ohromatognphíooha Mnorptionamothode.

Berlin, 1936.



Página
Prefacio........;.....................1

VENENOS DE SAPOS

Generalidades.........................5
Historia.........................5
0btenc16n........................7
Composición.................,....8

Fracciónnautra.......................9
Colesterol.......u..uu.‘oc....o9
Bufaeinaapu¡ooooaaooooooc-oooooolo

Burotoxmaaoo-ooooooo-onn¡0.06.016

Fracciónbásica......................13
Adrenalina......................18
Bufatenina......................19
Burotenidina....................21
Dehidroburotenina...............22
Eurotionina..;..................25
Esquemade separación...........25

VENEEOS DE SAPOS SUDAMERICANOS

Antecedentes.........................27
gggglmarinus

Fracciónneutra.................29
Parte experimontal.........35

Fracciónbásica.................37
Parte emerimntl’ilo ooooooo.38



Bufo¿lx-aim
Fracciónneutra.................h2

Parte experimental.........hl¡.
Fracciónbásica....‘............h8

. Parte experimental. . . . . . . . .119

m__1.'9_chilegsis

Fracciónneutra.................51
Parte experimental. . . . . . . . . 51

Fracciónbásica.................5h
Parte experimental.....n..5h

ResumenI oonclusionas...............57
Biblioggafía.........................59
ImiceOOIOOOOI¡OI.IQ..OOOOO|OOOO_IOOO'61

Página

62


