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PREFACTIO

La primera pregunta que se nos formula a 108 que nos ocupamos de
temas tan especializados como éste de los "venenos de sapos",es acerca de
la aplicaocidn préctica que de ellos puede derivarse.

Tan pragmatizados estdn los e pgritus en los tiempos que corren -

. .o s e oo ’.: .:" oo
o acaso lo han estado en todos i- ud, eshftai:§§A{c1l eoncedir el estudio pu

ramente desinterssado,que enocuentra su razén de ser en si mismo.

8in embargo,sreemos que los presuntos lectores de este trabajo de
tesis blen merecen una breve axplicacidn acerca de,l0os motivos que nos in-
dujeron a ocuparnos de seme jante cuestidn,que estf,clertamente,desprovists
de aplicacionss précticas,pero no de interés.

En 1938, por rara excepcoifn en una carrepa de tanta labor material
como la nuescra,pudimos disponer de algfin tiempo libre y,como dssefbamos en
tisnarnos en la investigacidn en Quimica Orgénica o Biolégica,ncs dirigimos
al Dr.Alfredo Sordelli - a la sazdn nuestro profesor de esta ltima materia
= gon @1 objeto Ae requerir una orientacidn precisa al respecto.

El,en conocimiento de nuestra intencién,nos puso en contacto con
el Dr.Venancie Deulofeu,bajo cuya direccién comenzamos a trabajar,en el la-
boratorio de la Seccldn Organoterapia del Instituto Bacterlolégico,el 15 de
junio del afio mencionado,dfa que fué para nosotros de gran emocién,poxrque
nos considerébamos desde ya como integrantes - por clerto que los m{s modeg
tos - de la innumerable legién que,en todo el mundo,trataja Do» el progress
del conocimiento humano.

Con algunas intermitenclas continuamos concurriendo todo el reato
del affo al laboratorio citado,asf como tembidn al del Instituto de Fisiolo-
gfa de la Pacultad de Ciencias M8dicas,resumiendo la labor reislizade hasta
entonces en un opfisculo jJue,con el titulo ds “Contribuciéi al estudio jqui-

mico de algunos vensnos de sapo? sudamericanos" .fué presentado 2 los Cnne
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cursos Universitarios de la Institucisn Mitre correspondientes a 1939,acor-
déndosele el ler.Premio de la Secoidn Quimica.

Ese aflo,as{ como también el siguiente,en que algunos de los resu]
tados obtenidos fueron dades a conocer (peuloreu,Duprat y Labfiola,l?hO)a
nos fué de todo punto imposidle volver a ocuparnos de este temashaata que
en 1941,1ibres ya de exfmenes,pudimos reiniclar por fin los trabajos “nter-
rumpidos esta vez en el Instituto de Fislologia,exclusivaments.

El plan seguldo en la presente monografia,qur v.mprende las expe-
riencias verificadas en ambos periodoa,ea.el siguiente: Una parte general,
compuesta de anteced.ntes histéricos y consideraciones acerca de los s50mpo-
nsntes habituales en los venenos de sapos,y otra especial.En ésta,luego de
fijarse los términos en que se plantea el problema en el caso de cada #spe-
cle,se describen las operaciones efeotuadas con prescindencla del orden cr¢

nolégico (Bufo marinus y Bufo chilensis en 1938,y Bufo arenarum en 19i1l1),

prefiridndose,sn sambio,atender a la importancia que ellas han adquirido er
la literatura mundial.

Hublera sido nuestro deseo dar mayor amplitud a este trabajo coms
plementdndolo con nuevos estudlios acerca de otros bufénidos sudamerigaros
y con 1la prosecucidn de 1los ya realizadosj;pero nos vemos en la necesidad de
diferir ambos propdsitos para me jor oportunidad debido,por una parte,a no
posesr las cantidades de muestra que serian necesarias y,por otra,a que lag
reglamentaciones vigentes exigen la presentacién de la tesis para la otoro
zacidn del titulo habilitante.

Seglin nuestra modesta opinidn,este inconvenlente podrfa ser salvg
do si,como ocurre en otras carreras,la aprobacién de la totalitad de lae rg
terias uutorizase el e jercicio de la broresi6n,oon lo cual se darfa liber.

tad para que los que as{ lo deseasen pudieran obtener un diploma superior
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" ¥,10 Que es mis }apurtantegaoreoentaria el prestigio universiterio ol per-
@2itir la reclizacidr de trabajos de mayor euvergaduara,impedila uhora,como
en nuestro caso,por imperativos econdmiscz ineludibles,

Después de estas breves consideraciones,que estimamos necesarias,
8810 nos reata expresar nuestro profundo agradecimiento a todos los queyoﬁ
mayor O menor 3radopcoadyu7aron a 1a realizasién de mmestros pr:pdsites:

Al Dr.Venancio Deulofeu,a cuya experta direccién corresponde -
3Ain exageracién alguna < la meyor parte del mérito que mste estudio pu.da
posear.Sin su ayuda,que tuvo eiompr; la delicadeza dv disimular los yerros
de nuestra inexperisncia,nada nos hubiere side posible hacer:

A los Dres.Bernardo A.Housbay ¥ Alxpedd Surdelli dir=etiores,rsspsd
tivamsnte,del Instituto de Fislologie de la Faoultad de Ciencias Médicas y‘
del Institito Bactericldgico del Departamento Maclonal de Zigiene queé,si |
peruitirnos ut4lizar los laboratorios y elementos de ambas iastitucionss-,nq
s8lo contribuyeroa de manera eficaz y decisiva a la realizacidn materisl de
nuestro trabajo,sino teubién - y ello no es logmenos importante - nos drin-
daron le ovortunidad de ponsrnos en intimo contacto con dos ejemplares ors
ganizeclones cientifizas como no se encusntran frecuentemente entrs ncsoe
tros,de cuyo magnifico espiritu desearfamos habernos contagiadog i

Al D »,dafael Labriola,a ouya gentileza se deben los anflisis com~
plementarios (s nuestra experisncia los cuales,por haber sido realizadcc @9

bre mwestras muy pequefas,requieren el empleo de téconicas especlalizadany

minuciosas que 61 domina ampliamente, !






GENERALIDADES

BEISTORIA: Desde mucho tismpo atréds ha sido considerado el sapo como snimal
ponzofiosc ,capaz de ejercer perniclosa acoidn sobre los organismos a su ale
canoe ,pudiendo encontrarse ya on oi Talmud referencias en tal sentido.

Y aunque asi parece confirmarlo el califivativo de "venenos" que
so aplica a las svhstancias que son objet: de este trabjo,maycr influencia
que 103 hechos constatados ha de haber tenido,en la gestacidén de 1la layeni
el aspecto repulsivo del animal,que convierte a éste en una suerts de "pa=
ria zooldgleo”.

En efecto,si biosn es clerto gque los bufénidos posssn una secreci
téxica en su piel,no lo es menos que carecen de medios para introducirly e
el organismo de sus presuntos atacantes,razén por la cual no ha de ser muy
graxie su poder ofensivo.

Desde el punto de wista de la aceién terapédutica,podamcs deecir
que e3itas substancias han sidc incorporacis a diversas farmacopeas popula~
res on el c¢orrer de 105 tiampos.

Los curanderos qus ejercfan su oficio sntre nuestros hsmbres da
campo sglfan tretar e1 herpec mediante la aplicacién dol animal sodre 1la
vurte snferma,

En Extremo Oriente.en camhio,desde tiempos muy remotes se tenia
une. nocién mucho més sxactu de sv acclén curativa y,habiéndose conocido la
existencia del veneno,se hab&a aprendido a extraerlo y a preparar con 61 u
medicumente ~ llamado Ch’an Su ¢n China y Senso en Japén - gque,eplicsdo ex
terlorments , reaultaba benefleicsc en el tratamiente del dolor de muelasgsi
nusitis y hemorragias gingivales.

En Europa,ya en ok 313l¢ XVIS,y aun antes ,abundan las referencis

aserca de lu curecidn de cievrtas hidropssias mediante el empleo de la pilal
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de sapo 860a y pulverizada,medicamento que cayé en desuso cuando se intro=
dujo la digitad,de comportamiento similar pero mucho mfs endrgico.

Esta semejanza en la aoccifin farmacodinfmica no es casual y obede
ce,segfin se comprobd mucho mds tarde,al hecho de que en ambos venenos hay
substancias cuyas constituciones quimicas guardan estrecho parentesco;pues
los digitflicos (venenos vegetales) son gluecdsidos cuyas agluconas pertens.
cen al ya creoldo grupo de derivados del perhidrocicléphntenofenantrens,
mientras que estos venencs animales son mezclas complejas,cuyos componente:
no pueden agruparse en una comfn denominacién,pero en las cuales figuran
también diversos derivaedos de ese mismo hidrocarburo policfclico.

Pero la'qugica de estos productos recién ha progresado decidida-
mente en el transcurso de los fltimos treinte afios,pues aunque ya en 1893
Phisalix y Bertrand,de Paris,sefilalaron la presericle de algunas beses,es re-
cién en 1911 que Abel y Macht,de la John Hopkins University de Baltimore,
llegan & un resultado de capital importancla en eate tema,como es el aisls-
miento de un principio puro de acclén cerdfaca (posteriorriente llamedo me=
rinobufagina) del veneno de B.marinus.

Luego,segiin surge del examen de la bibliograffe,decae el interés
ror estos estudios durante un lapso de casl dlez eafios,hests que en 1920
Handoveky logra cristalizaer algunas dales de las bases indicadas por los
autores franceses ya cltedos.

Finalmente,es desde 1930 en sdelente que se multiplican los tra-
bajos de Vileland en Alemanla = que coméenzaron ya en 1913 - y los de Chen,
Jensen y Chen en E.E.U.U,,todos 1l0s cuales han tenido 1mportancih-dec131Va
en la resolucién de estos problemas,aclarando bastante la composicién de
los venenos y la constitucién quimica de los componentes.

En ls ermmeracién de estos estudios no.pueden de jar de mencionare
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80 los japoneses que,entre otras cosas,han tenidc por cbjeto detorminar la
especle de sapo cor que habfe sidc preparado el Ch’an Su,que Chen y Chex
(1933,2) han sefialado como proveniente del Bufo bufo axrigans,verisded

que se encuentre corrientemente en China,

OBTENGION: Aparte de estes referencies de fndole purapente histérica,dire-
rzos que 61 veneno se obtliene fécilmente del animal vivo por expresién de
las gléndulas parotoides « que formen des promontorics cercancs & los ojos
c de otrae que,en algunas especies,se encuentran en los muslos.

En esatedeo de excitecién - mecénice,quimica o eléctrica - 1z aoti.
vidad de las gléndulas aumenta enormerente y la secrecién rezume de ellas
"como un 1fquido espesc,de color blsnco-amarillento,que,secado en placas de

vidric,se presenta bajo la forme de escamas con aspecto de gelatina.

Ademés,como todo el dorsc del sapo estf tapizado de pequefias gl
dules que excréar una substaencia de idéntica o parecida compoesicién,pero
que no resulta productivo exprimir,se obtiene &sta sacrificendo sl animal,
desolléndolo y dejandc la piel en alcohol durante varios dfas.

Poro,qbesar de esta doble extraccifn,ocuda ejemplar provee muy po-
cafcant1dad de vensno seco,resultandc la escasez de materlal la principal
dificultad para el estudio.Se necesitan millares de animales,que no slempiv
es positle consegﬁir,para intentar una investigacién con posidbilidedes de
éxito,y 61 menor accidente con pérdide de substancie puede conducir el fra.
c8s0.

No obstente,les especles de gran tamafio suelen rendir canticedes
apreciebles (Deulofeu y Mondiée,1938,consignan gr.0,7=1,l4 por sjemplar de
B.paracnemis),pero esta ventaja es mfs aparente que real,pues en ese caso
la proporci&n de componentes sotivos es bastante menor,como se comprueba

luego,al realizar la separacién.



COMPOSICIONs Los verwuos de los burénicéos forman complejos de Aiferente
conetitucién para cads e3pecis pero cuyos compdno@tos pueden agruparss en
varias fracciones homogéness que estudiaremos por separado.

Existe,er primsr lugar,un soporte £is200 de naturaleza proteice
‘que,sa pesar de constituir la mayor parte de la secrecién,no presenta por
ahora interés para noantros,

El resto,de menor .5umen,pero en el cual residen las propilededen
farmacolfgic - que sor =n realided Jas que han Ladncido 21 estudis de estos
productos,pueda =or aivi.ido >n dos putess

12) Una fracoiln neutrs constitwida por los derivudos del perhi-
drociclopentenofenantrene al eztelo ritre (co.ecterol y bvfaginas) 5 eonju-
gados ocon 1la suberilargiiina (pufoivxinas),que son los respcusables de la

sccién cardioténica ds ics vz enoas ds sapos}

22) Una fraccifp .Asice formade por substancizs de fusrte accién
va?obresorg {adrenslina) y por un grupo homogéneo de derivadocs de la tripe
tamina (bufotenina,bufotasniéina,dehidrobufotening,bufotioninej,que la po~
£66T. on graloc menor,

. Ambae son de tal importencia bara nestro estudic que horwr esti-
madc ¢conveniente asignar a cada una de ellss un capitulo especis). domié 3ze
mencionan scwerumente las propledades de los respectivos compon:ntes y £3

deseriben los métcdoe empleados en su conceimiento.



FRACCICY NEUTRA

Numerosos productos de gran interés bioclégico - esteroles,&cidos
bilisres, hormonas soxualea,vitamina.n,agluooms cardiaces - integran o1 g
po de derivadoe del perhidroeiclopentenofenantrens,al cual perfenecen tam-
bién los componentes de la fraccién que nos ooupa,habitualmente llamada ney
tra.

En general Podemos deoir que en cada Veneno de sapo ella estd
constituida por dos substancias de cardoter especifico que recibon,respoé-
tivemente,el nombre genérico de bufagina y bufotoxina,y por una tercera -
el coleatercl - quepmuy por ol contrario,se encuentra en distintos tejldos
y érganos de animales pertenecientes a las familias mfs diversas.

Debido a esa especificidad que apuntemos existe un némery relati-
vamente orecido de estos produdstos,que reciben denominacicmnes veriadas se-
gn las especies de donde provienen y ouya estructura es,en mmachospoasos,
bastante poce cénocid.a.

Pasaremcs,pues,a desoribir cada uno de estos dos grupos en gene-
ral,refiriéndonos en espscial a los métodos emPleados en el estudio de su
conatituc:wn,pero previamente haremos algunas breves consideraciocnes scer-
ca del colestercl que,si blen ha sido descripto en iafinidad de oportunids-
des por hadbdrssloc encontrado en materiales provenlentes de losa Grtpm- mét
diversos,tiene,desde nuestro punto de vista el mérito de ser un elemertc

que esté presente en todos los wenenos de sapos.

COLESTEROLs Es ésta una substanciea de enorme importancia biolégicu,que fore

za la mayor parte de la fraccién insaponificable de las grasas naturales.
Su £érmuls,que se considers definitivamente establecids,contiene

ur esqueleto formado por tres ocicles hexagonsles y unc p:entagonal oond_eua..

dos,axrrancando de este @ltimo una cadena lateral remificada.Posee,edends,
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una deble ligadura en uno 4o dichos ¢ioclos y,en otro de ellos,un radicel hi

droxilo que le comunica carfcter alcohélico.

Colestercl

Pare reconocerlc se usa su punto de fusién 148-512,una reacoién
de precipitacién que produce con la digitonina y,mfs frecuentements,las de
coloracién de Liebermann-Burchard y de Hager-Salkowski,que consisten en la
adicién de unas gotas de fcido sulffirico a soluciones cloroférmicas de co=
lestercl a las culdles se ha agregado o no;respectivamente,una pequefia can~
tidad de anhfdrido acéticoc.

La funoién que el colesterol puede desempefiar en los venenos de
sapos nos o8 desconocida,pero no seria extrafio que,tanto las bufaginas comc
las bufotoxinas,fueran producto de sus transformaciones mediante procescs

de oxidacién "in vivo",

« BUFAGINAS: Segfn queda dicho,tembién las bufaginas - que en algunas eepe=
cles reciben lo; nombres de bufotalina o bufogenina - son derivados del
perhidrociclopentenofenantrene y,como tales,presentan ciertas analogfas con
el colesterol,que se manifiestan por el carfcter igualmente positivo de 1la
reaccidn de Liebermann-Burchard,asf como por la obtencién,en ambos casos,
del hidroocarburo de Diels = o metileciclopentanofenantrene - mediante la re-

duocibn con selenio,que demuestra asimismo la relacidn de uno y otros oom-



1)
\ ]
puestos con el hidroearburo fundamental.
CH,
. Netilololopentanofenantrene

CO (Hidrooarburo de Diels)

S8in embargo,desde el punto de vista estruoctural,tales analogiae
8810 subeisten en los primeros 19 carbonos que forman los ocuatro oiclos,
mientras que,afpartir dé allf,nos encontramos con otra agrupacién atémice
estrechamente vinculada & un grupo de compuestos de origen vegetal: el de
las agluoonas cardfacas.Dicha agrupacién es un anillo lacténico no saturae
do responsable,segin toda evidencla,de la acolén cardioténica que ambas se-
ries de substancias poseen.

‘Tanto lo reddtive al parentesco de estos productos con los este
roles,como lo que se refiere a la posible existencia del grupo lacténico,
fuerocn ya seflalados por Wieland en su trabajo inicial acerca de estos temas
(Wieland y We1l1,1913) en base al estudio de las reacciones quimicas y de le
acoién Zislolégica de la bufotalina,que es la genina del B.wvulgaris,

El carfcter no safurado de dicho anillo fué descubierto m§rced a
que la actividad cardioténica expofimenta una fuerte disminucién cuando se
hidrogerna el compuesto y,por otra parte,porque el £cido liberado por hidré-
1isis es tan 14bil que no se logra su aislemiento.

Una serie de transformaciones de distinto carfoter permite saber
algofm&s sobrs la estructura de la bufotalina.Asf,la adicibn de un par de
moléculas de hidrgeno con formacién de hidrobufotalina fija en dos el ni-
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mero de dobles enlaces,mientras que la hidrélisis 4cida,en la que plerde
4c01do ac8tico y produce dbufotalieno,demusstra la existencia de un grupo aof

toxilo »
2 H, -
QNEBJ% *7'chgafk
Bufotalina Hidrobufotalina
CNH“OG 7 czqnsoos
Bufotalins Bufotalieno

La acetilaoidn y la oxidaoibén que conducen,respectivamente,a la
formaol8n de acetilbufotalina y de uma cetona (bufotaiona),revelan la pre-
sencia de dos hidroxilos,uno de los cuales es seocundario,

-2 H R
c,HO N ‘7(%3%5%

26366
Bufotalina Bufotalona

Es en pos9siln de estos datos que Wieland y Hesse (1935) propu-

sleron para la bufotalina una fofmula - modifiocada posteriorments = que po
sofa todos 9803 caracteres,o sea: 6l esguwleto del hidrocarburo fundamenta

un c¢iclo lact8nlso,dos endaces etilénlcos,un grupo acetoxilo y dos hidroxi
los 1ibres,de los cuales hay uno securdario.
CH——0——(=0
¢ ——CH,—CA, Bufotalina
CHy Wieland y Hesse (1935)
CHy
OH
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En ella este §ltimo se ocolocaba en C,,simplemente porque en ese
nmisno lugar lo poeovn el ocolesterol y otros produotos naturaleszla doble
ligedura se situaba entre C, ¥y C; porque la hidrdlisis de la bufotoxina -
que, 0omo veremos nds adelants,no o8 dtra cosa que el oompuesto que no08 oocu-
pa conjugado en el Jg con la subesilarginina - introduce un enlace etiléni-
go.

En cuanto al otro hidroxilo y al grupo acetoxilo se los ublocaba
en C, ¥y Q“,ngdiootivnnonto,porcuo ellcs,al ser eliminados simult&neamente
en la produccidn de bufotalieno,rsvelan poseer entre s{ una relacién de poe
sicién 1:3,hipétesis que se verfa sonfirmada porque esta filtim: substancia

3 coloreada,lo que indica la presencia de un sistema no saturado conjugado,

CIH—-O——?O
l

Bufobtalisne

CH, Wislan? y Hesss (1935)

‘HO

Br 1o Jus sl anille lantdnlco respecta,su satudin presonts mayo-
res 11fioultades,por cuanto resulta bastants diff{cil abrirlo sin provoocar
la desnaturalizacidn de su estructura.

Aostilando el bufotalisno para bloquear su hidroxilo,hidrogenfre
dolo ¢ hidrolizando el compuesto formado se obtuvo un isbmero del &cido hil-
droxicslénice,ouya constitueidn no cerrespondfa,sin ambaergo,a la de ninguna
sapotla conevcids s 28k grypo.

gome o) afimars de posidles 128mevoy ss grunds,tratfbase entonoces
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de disminuirlo,para lo oual fué eliminado el wadilcal hidr¢xila,produciénde-
se un £01d0 que se denomind isodbufocolénico por su similitud con el grupo
de los (o;daa vo0léntaso0s,en el gue ban deusparecido todas lae agrupacilones
ajenas a la estrucotua del pechldvesiolopentancfenantrene,conservindose tan
200 unk oadenw lateral con un ¢ardexile en su extremo,que permite suponer
oufl ha side &) asquelsto del entlle laetéaloo.
° ?ns
—CH —GRI—GHT-GOOB
Cadena lateral del £oldo 1sobufecolsnico

Faltaba puss;salamente,fijar la situavidn del enlace atilénlco en
dieho gMupo ¥ o110 se consigits mediante la ozonisacisn de la dufotalina,
que produce fotdc 24rmioco.

Por otra parts,s! dlen los productos de hidrdlisis son e una la-
21lided sxtrems,efoctuada ella en presencla de reactivoe de aldehides (hi-
ir$xito de plata apontacal,veastivo de Jchiff) aousa la oxistenola de pro-
pledades reductoras,le que,de acuerdo a la férumla enunclada,se 1nter§rotu
como un equilibrdoc aldo-ondlioco en 8l producto de la reaccida dy apertura
el anille lact&aloo,

Posteriormnte, sl embargo,estos miamos investifadores (Wieland,
Resse y UWttel,1936) ,basulos en el eapsdtro de absoroidn de la hufotalina,
que indica la eonjugaoi&n de las tres dobles ligadwwres,- las dos otiléniocas
¥ la unid$n carbono-oxfgeno detl &cide lactonisade -« y en la producciln de
£o1d0 glioxilico (reacoidn de Wopkina-Cole) ocenjuntamente oon &eido fédrul-
oo,modirloan'ia £éramula de 1935 y cancluyen que la bufotalina ha de posesr
g1 par do snlaces no saturados en el heterveiule y que 6l grupo acetoxilio
no pueds estar en ¢, porgus,sduitisndo la sxistencia de un hidroxilo em G,
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la eliminao18n de ambos radioales meiiante la hidr8lisis £cida originaria
un nuevy sistems de dobles ligaduras conjuzadas,lo que no estd de acuerdo
oon la regidn ultravicleta del espectro del bufotalieno que,como hemos di-

ocho,98 8l compuesto as{ obtenido.

Por le¢ tanto,proponen para la bufstalina una nueva férmla en la
cual todos 1los dobles enlzces estén ublcados en el olslo lacténico y el gru
po acetoxilo en Cy,aunque tamdbisn pilensan ellos que podria estar situado

en C5.

Bufotalina
Wieland,Heese y Httel (1936)

Este es,aproximalameats,el método seguido para ssclarecer la ege
tructura do la bufotalina,que hemos desoripto con cierto detalls por ser
ésta una bufagina tipica.

Existen,ademis,algunas otras experiencias basadas en esvudios oon
rayos X y en la comparacidén del espectro de egta substancia con el de 1la
scillaridine,que es un derivado de uno de los gluo§sidos de la Sollla mari-
tima,cuya estructura ha 31do minuciosamente examinada por A.Stoll y sus ouv=
laboradores,

En el caso de la marinobufagina,que veremos en especial en el ca-
pitulo correspondiente a. B.marinus,el sspsctro de absorcién no s8lo resule
ta 1iéntico al de la soilleridina,sino tasmbién al dsl cumalinato de metilo
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(Tschesche 3 0ffs,1935),10 ocual es tanto mfs interesante ouanto quo esta
substancia,de ostructura simple y perfeoctamsnte establecida,no poses otros

gruros ocapaces de abgorder readiacliones del ultravioleta.

%-—‘Cﬂ-—-CH
CH—0—CO

Cumalinato de metilo

Es interesante observar que el anillo lacténico de dicho 8ster
es tambi&n igual al que flgura en las férmulas atribuidas en 1936 a la bu-
fotalina,por Wielani,Hesse y Elittel,y a la cinobufagina - del B;bufo garga-
rizans -,por Tschesche i Offe.Nada rero seria,pues,que con ulteriores eatu-

dios tal estructura pullera generalizarae para todas las geninas,

BUFOTOXINAS: Las bufotoxinas son productos mfs complejos que las dufaginas
y,por gasc mlamo,menoe oonocidos aunque,sogﬁn se ha oomprovado en el ocaso de
los venenos ds algunas especies (B.vulgzaris,B.Marinus),su constitucién es
la 49 las geninas ocorrespondientes conjugadas oon la suberilarginina,

El 0a30 mejor estudiado &s el del B.vulgaris.en el ocual,como yu
lo e;proséramoa,la subsrdlarginfna parece eatar unida en Cy;.Cuando ss efece
tda la hldrdlisis en condiciones muy modersdas se separan realmentes bufotae
lina y suberiiarginina,segln 1la reacoi&n.(l);mientraa que;cuando aquéllas
son mds savsras,hay una desoomposioién de ambas partes,produciéndose entone
nes la reacoién (2) con formacidn de dufotalieno,fcido aocstico y agua,por
un lado,y de £oido subdrico y arginiia por el otro.

(1) cuu”o‘-.o.oc(cﬂ,),co—-—m—-c.:n(cnz),m——ﬁ—-m,

COORH NH
Bufotoxina ..
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C,H,0, + HO JOC(CH, ), co—m——:,;a(ctt1 ), — ﬁ—m,
COOR RH
Bufotalina Suberilarginina

() ¢ B 0,N—>CHO + CH—COOE + (CH,);—(COOE), + C,E,K,

%730 1

Bufotoxina Bufotalieno As,acdtlco Ac.subdrioo Arginine

En ol B,gama,la gamabufotoxina,que 8820 difiere de la bufotoxina
en que .0 poaee sl grupo acetoxilo,por hidrdlisis produce,ademfs de &oddo
swbdrice ¥ arstnm,unhidroburogeﬁina,subatanou que no o8 méntieg a la bdu
fogeunina,pero qua pusde ser obteniia por tratamiento de ésta con £oldo olor
hfdrico concentrade.

Las bufotoxinas poasen también propisdadea cardiotSnioas,perc en
menor gredo que las dufaginas,ouesto que la suberilarginfna no tiens,en ta-
les acsos,mfs accifn qus la de diluir la parte activa de la molécula.

Es oonvenicate expresar agqui que,fesde el punto de vista de la
aplicacidn terapdutica,los gluoSsidoa no s8lo tienen scdre los productos
aotivos de 108 vVenenos de 3apos la ventaja de su acolén mfs enérgilca,sino
tasblén la no menos importante de la persistenoia de ésta,lo que probableme
mente ha de deberse a la existencia de grupos sacdricos.



PRACCION BASIC

La otra pafte de los venenos de sapos cuyo estudio presenta inte-
rés es la frascién bisica,as{ llamada porque los productoe Jque la constitu-
yen pcseen esa reaccidn.

Son ellos,en su meyur parte,derivados de la S5e-oxi=-triptamina -
5-0xi=indol-2-etilamina -,existiendo ademfs adrenalina,que es el finico de
10s componentes de esta fraccidn que se encuentrs en materiales provenisene
tes de otras olases zsolgloas.

Ya hemos sefalado el hecho de que las substencias Gus formaa la
parte noutra de estos venesnos,3alvo raras excepciones, son espesc{ficas,pu-
diendo deoirse sn términos generales que hay una bufegina y una bufotoxina
para cada espacie de sapo.Las b4sicas,en cambio nc lo son,diferenciéndose
los diversos buféﬁidos por la presencia o ausencia de cada una de estas bae
see.

Por es0 su nfmero es pequeflojhasta ahora g§io hay cinecc perfecta«
mente identlficadaszadrenalina;bufbtenina,bufbtenid1na,dehidrobufoten1na v
bufotionina,hdbiln@ose seflalado también la existencis de otras cuyo 2abal
concecimianto Tequerird un prolongado estudic.As{,Vieland,Konz y Mittesch
(193,) obtuvisrcn,a partir del Veneno de B,arenarum,un picrato que funde a
145%y nosoiros,del de B.chilensis,hemcs preparado otro que 1o hace a 1272
¥ qus no estd citado en la literatura,

Entramemos shora a tratar er particular ceda una de aquéllas ba-

ses,rossflando su constitucién y propiedasdes mfs importantes.

APRSNALIRA: Le &'rsnalins,denominada también epinefrina,tiene la férmula je

un derivado de la pirocstsgaina con una cadena lateral de ecardcter bisice.
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OH
HO

CHOH—CH;—NH—CH, Adrenalina

Su presencia,que Procuce la contraccién del sistena vesculer peri
férico,fvé descubierts hace ya tiempo en le secrecién de la parte medular
de las cépsullas suprarrenales de los mamiferos,

En las secreciones des los bufénicos,a los que comunice anflogas
propledsdes,sm: funcién nos es desconocide y alge diffcil de explicar,pues
no saberos qué papel pudde deserpefiar en ellas una substancic semejante a
concentracibn tan elevuda.(Fn las gléndules parotoides de un solo ejemplar
de B.marinmus la cantided de adreralina existente es cuatrov veces mayor que
1s que se oncuentra en un par de cépsulas suprarrersles humanas).

El périto de su primer hallezgc en estos Venenos corresponde a
Abei Y Nacht Que,en los ya clésicos trabajos de 1911, sefialsron su presencis
en el B.marinug,resultado que posteriormente corroboraron Jensen y Chen
(192C,1936) y Deulofeu y Mendive (19%8).

La edrenalins tembién ha sido encontrada en otras especies de sa~
pcs.En 6} B.arensyum lo fué farmacolégicamente por Novaro (192£3;1923),trae
be jendo en ol Instituto de Pisiolog{a de Buencs Alres,y,ocon posterioridad,
Deulofeu (1935) y Jenszen ‘(1935) realizaron simulténeamente el alislamilerto;
nfentrus quo'or. el O‘ix'an Su fueron Chen,Jenson y Chen (19313;193%2,1,2319%3)
quienes,validndose de métodoe colorimftricos y farmacodinémicos,certifica=

ron su existencis,

BUFOTENIKAs las restantes substenciss de la fraccién bdsice de los venenocs

8y sapos poseeén accifr vesoprescre menos intense y formsn un grupo komogé-



20

rea de darivedos Qe 2 triptaming em el oval,come le expresframcs mis arri-
b8, 30008 GOR ocartess de cvatro especiea quimteas,diferentes perc estre«
ehazente viroulsdea entre sf,que recidan ¢l nombre genérieo de bufoteninas
¥ que sor ya citadas er loe trabajos iniclales de Phisalix y Bertrand (1893
1902},

Ia dufoteniza proplamente diche es,cualitativa y ounantitativemsn::
te,la wds mportante Qe estas basesjpor una parte ha side encontrada en to-
das las aspecies sudemerlicanas que han s1do odbjeto deestudic,en gran nfmerc
e la# de los otros continentes y en el Ch’an Su y,por otra,es la més abun-
Cante.Partienda de 50 gr.de veneno de B.merinus,Deulofeu y Mendive obtuvie-
ren gr,1,6 de plorato de dbufotenima.

Fué alslada prineramente por Handovaky (1920),que logré preparar
varias de sua sales cristalizadas,y luego por Wieland ,Hesse y Mittasch
(1931)},que llegaron a asignarle la férmuls c,HON,.

Jenaen y Chen (1932),que sefialeran la identidad de algunos de lea
derivedos de hases provenisntes de diversas espaecies,demostraron farmacolé.
glcamente que la bufotenina guarda cierta relaoién estructural con la trip-
tamira,lo cual fué smpliamente corrodorado por Wieland,Konz y Mittaseh
(1934) al sintetisarla,estebleciendo asf{ definitivemente su férmule,de la
cual la de 1931 parece ser un hidrato.

HO // __~CH,
CH; CHr—N\ Bufotenina
CH,

%ieland,Konz y Mittasch (193k)

NH

El mStode empleado por estes sutares para la sintesis de la hufo-
tenina « Gue es la cleve del conocimiento de la freccidn bfsica de eates ve-
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nenos = 68 61 que seé usa generalmpnte para la preparacién de ppoductos in-
281icos substitufdos;introduciéndose luego la cadena lateral,

Para le caracterizaoin de estas substancias se suelen emplear
numeposos derivados,slendo 1los mfs importsnte las sales de los fcidos fla-
vidnico (2:l; dinltro « 1 naftol « 7 sulfénico) y pferico,con los ocunales la
bufotenina: un flavianeto de P.F2130-12,un dipicrato rojo que funde e 1772,
un monopicrato amarillo que lo hace a temperatura muy cercena y un monopie

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

BUFOTENIDINA: Paralelamente al estudio de la bufotenina ha progresado el de
su base amonlo cuaternaria,ls bufotenidina,cue en 1931 Wieland,Hosée y Mit-
tasch alslaran junto con aquélla del veneno de B.vulgaris y cuya estructura
ellos (Wieland,Konz y Mittasch,193)) establecleran por sintesis mediante el
tratemiento de la bufotenina con yoduro de metilo y ulterior hidr8iisis,

HO CH— CH,,—Né

CH, Bufotenidina

CH,

o Y pwielend,Konz y Mittesch (193))
NH

Sin embargo,como este compuesto no es extrafble por §ter en medio
alecalino y los anflisis le asignan una férmula que se diferencia de la de
Wieland en dos tomos de hidrégeno y uno de offgeno,se interpreta tal hecho
como la formacién de una betafna entre el hidroxilo de la base cuaternaria
Y el hidrégeno de la funcién fendlica y la consigulente pérdida de agus,

. /cu,
H—CH—NT—CH,
H!

Betaina de la bufotenidina

NH
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Con el 8cido picrico la bufotenidina sélo da un picrato de color
roio y P.F.1982,s1end0 posibla también obtener un flavianato de la misma
colcraoién que furde a 195-200%2,

Bsta base 8810 prosente relativo interds para nuweatro trabajo,
pues no ha sido encomtrads haste aliora en el veneno de ninguna de las espe-
ciss gsudamericanas por ningunc de lc¢s audbores cue nos han precedido,hablen-
do cbtenido nosotros iddftioo resultado negativo,

DEEIDROBUFCIENINA: La dehidrcbufotenina es un componente de 1a fracoidn bdde
gioa de los Venenos de sapos que sflo so diferencia de le bufotenins en ls
carernola de dos &lumos de hidrégeno,lo que engerdra una doble ligadura en
la calena lateral.

Esta estructura se dermuestra,en primer lugar,porque una simple
hidrogensoién catalftica permite obtener bufotenins,cuya ¢onstituoibén sa
mrroot@ento conocids,y,ademis,porque la oszonizacidn produce dimetilaaina
y £0i1d0 férmico,
| A tales resultados se llegé graclas a lns trabajos ds la escuela
de Wieland,pues aungue en 1932 Jensen y Chen cbtienern el flavianato de astu
base a partir del venero de B.marinus,es s8lo en 1937 Gw Wieland y Wieland
consiguen transformarla en bufotenina y asignarle asf les £8rmule definitiva,

HO L
CH==Cil—N " Dehidrobufotenina

N ’ Wieland y Wieland (19%7)
NH

Como ccurre con la bufotentdina,la dehidrobufoterning da solamente
un derivado con el foido pfcerico,que es una sal de celer amarillo y P.F.189

con el rlavidnico,en cam:io,se obtiene un flavianstc rojc gue funds a 250-5i
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Pero la analogfa con la base cuaternaria no terwina allfjla espe~
cie quimice que nos ooups no figura tampoco entre las subetancias que el é-
ter extrae en medic alcalins,carfcter que obedece,asimismo,a la formacién
de una betafna sntre el nitrégeno amirico y el hidroxilo fenélico.

¢
—N_ e Betafna de la

CHy
dehddrobufotenina

La oxplicacién de este fendmenc debe encontrarse,segfn tofa e¥i-
denclia,on 1la diswinucién de la basicided de dicho Ktomo de nitrégenc haste
un grado compatible con ls leve acidez de la funcién fendlica debida,en el
caso a9 la dehidrobufotenina y de la Mifotenidina,a la vecindsd del enlace
etilénico y a la existencia de tres metilos y un hidroxilo,respectivamente,
puesto que la bufotenina ~ gque 1o poses ni uno ni otros -« no se betainiga,

BUPOTIONINA: Completsa la as¢rie de los derivados de la triptamina esta sub-
stancia,que debe su nombre a la existenci{a de azufre en su moléculs y que,
segln parece,se encuentra en las pequeflas gléndulas de las pleles de los
sapos pero no on laa parotoides.

Su estructurs fué determinada por Wieland y Wieland (1937) merced
a 1a hidrélisis con &cldos dilufdos que,al dar &cido sulffirico y dehidrebu-
fotenina,revela que la bufotionina es el producto de la conjugacibén de di-
chas substancias,

1 ===CH——N
OU CH \CH, Bufotioning
Wisland y Wieland (19%7)
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Como el grupo sulfénico es bastcnte eleotranegativo,este. compues-
to,ds 1gusl mod, quo los dos 4ltimow vistos,se comporte como uua betafns

por pérdida du “gus entre 51 hidrégeno Aol grupo citedo y el hidroxilo del
nitrégeno aminico,

.O‘S——O /CH,
' CH=CH—N
S, Betaina de la bufotionina

H
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Egquema ganersl de ssparacifn ds ia fraccily bicina de los Venenos de sapo

La sopariciSn 49 los prodnctos d4sinoe snumeralos se efectia me.
diante una 89Tie de operasiones,que hemos sintetizado en el esquema GQue f1
gira a continuacisn a fin de ppoporoionar uns visidn de conjunto,

En £1,que es 4o aplicacién general a 1las secrsoliones de tedos lo
sapos,no gigurs la bufotionina porque,como ya lo eéxpresiramos,ella se cbti

ne a partir de los cuerocs,

Residnuo insoludbls en clioroformo

que ha separado las geninas

+

Soltible Insoiuble
+
Evapoiaoﬁn Ac.acbtico 1 ¥
¥
Pp.por oloroformo Evaporasifn
+ ¥
Agua Pp.por amoniaco
+ +
Acido Alcohol\
Extrasoifn con 61:{:' Insoludble S8olubls
v
Alsalinizantén con Ba(08), “4¢.subérico l EvaporaciSn
Adrenaling +
Extvaseifn con Ster Agua
_—» plcrato ¢
Extrucoidn con §ter
~ flavianato &
Agnas madraa acuddas Alcalinizac1én con Ba(0B),
+ +
u.pffrioo ae.rlavidnico m,ﬁm

Dehtdrobufotenina mﬁm picr‘é/to n}'vmmo
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ANTECEDENTRES

En Amdrioa del ud existen numerosas especies de sapos,pero la
falta de estudlos sistemfticos completos en pmchos pafses hace diffoll su
sonooimiento exacto.

Sin smbargo,sobre leos venenos de algunas que aparecun como blen
identifiondas se han efectuado investigaolones,principalmente en Alemanla
y Eatados Unidos.aunque también se han raalizalo algunns trabajos en nuese
tro pals y en el Brasll,

Desds a) punco de vista que nos intere¢sa,el mfe estudiadc de los
3ap0s sudamericanos e8,sin lugar a dudis,el B.marirus - antiguamente llame-
do Byagua =,es3pecla de gran tamaio gre hadiia prinoc:palimente Jamalca y Bra-
313,10 la ewal 99 han ooupado casl todos los agtores ya sitados,refiri&nio-
38 tandidn a olla la rrimera parts de nuestraa experiencias,

En la zons troplcal de mestro pafs se encuentra el B,nareozgrhig
- 20m0eldo cun e nogdmen de “sape busy”o “sapo pipa’ -,cuyo wsmeno ha siuo
astudiadoe ﬂlt‘l.mament/e por Deulofu ¥ Nendlve (1938) er e Instituto Bactoe
riol8gico D.N.H.de‘ Buenas Airss,resultando 1z geonina 1déntica a la del B,ma~
rinus.

Como o3 8ste el primer caso que se conoce de una dbufagina no eipe~
o8rica,plant8ase sl problema de establecer dedidaments si el B,marinug y el
B.paragnemis son en realided dos espedles difeventes,cono 19 afirmea Luts,lel
Tnstltuto Oswallo Cruz,o si una de ellas es 880 umna varisdsd de la otmco-;
20 cpinan otros autores y parecs indlearlo la ocomposicién quimisa de sus Ve
nanoe ¢ ‘

La espscie que mis comfinmerta se encuentra en la provincia de ERue-
193 Alres,y Jue es prioticamente la dnicc de esta gona que por su abuudanocilg

puedes irvestigarse,»s el J.arsnarus,cuya secrecifn fué estudiada Turmicolde
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glcaments,ya on 1922,por un médizo argentine ¢(Rcvaro).

Pero es recidn en 1934 y 1935 que,graclas a log trabajan ds Yie-
land y colaboradowss,leriesn ¥ Chen y Deulofsu,se llega a un condcimtrato
cabal de esta espocie,ds la cual nos ocupemos tambidn nosotros ehsra.

Por §14imo,01 que constituye Ia 41iima parte de mmwstras experiejy
cias ss un sapo poquefio ds Chils,llamado B,chilengis, v 1s sinonimis zoo-
18gica 1dentifica con o1 E,spinulosus,y que nc habfa atdc estudiado hasta
el presente.

En resumen,is los venscos de las ssgpacies swiamericanas podames
deeir gus sus frasolones rsutras poseen,como ers de ospsrarss, eendas bufa-
glaas espofficas,salvo el caso del B pariaus y del B,peracnemis,qtw tisoa..
ambos wna m‘zma.BEn éuanis & las fraccionss bésiscas,aparte doa bases aun no
tisn Identificaias,las respoctivas composicisnes 8o expresan em el duairo

aljunts ,

EXISTERCIA
- DE BASES
PN VERENO3
DE ESPECIES
SUDAMERICANAS

Bufoteaidina
Burot lonina

B.oerimis

+ | + | Dehidrobufotenina

+ [ + | Adrehalina
+ {4+ |+ | + | Butotenina

B.we'naruﬁ
B.paracrnomlis

+ |+

+




BUPFRFO M NUS
Fraccifn neutra

Coro ya 1o expresiramos,la parte noutra de los venenos de sapos
estd compussta por colesterol que,por ser perfectamente conocid¢ en consti-
tuoién y propiedades,no presenta mayor interés en este cuso,y por bufagina
¥ bufotexinae,que son productos espesificos de esztas secrecionss.

El B,marinus no es excepoidn a tel regia y,como su bufotoxina pa-
reve cor la bufagina conjugada con la suberllarginina,el estudio se ccrncen-
tra alrededor de dicha genina,con lo cuai se 8simplifioca notablsmente.

INOBUPAQINA: Los primerns investigadores que afslan la marinobufaging
son Abel y Macht,Jus le asignan un punto de fusién 217-82 y una férmula mf-
nima C,H,O,.

En '1930 Jengen y Chen ioman la cuestidn en el astado en que la
dojaran estos autores,cbtienen nuevaments la substancisz,consiguiendo sefia-
lar como posible ls férmla C,H,0, mediante repetidos anflisis de la mlsua
y 4o su acetilderivads y consighndo un punto de fusidn algo m&s bajo
(2:22-32).

Dcs aflos despuée,tonsen,que continuara trebajando en este tema,
z1. hiase al tratamiento de la Lufagina con £cldos y £lcalis,que libera una
noldeula de £oildo ffrmico,y a la similitud de sus propledados furmacolbgi-
cag con las de las agluconas cardfacas en C,,pindica la poaibilidaa de que
as trale del formil-darivado de un cocpussto con ese nfimern de carbonos,
proponiendo entonces la férmmla C,H,0, »que estd de acuerdo ccn 1los heches
enunels303 y con las detsrmizaciones rcentgenogrificas de estructuras crir-
talinas ofectuadas posteriorments por Miss Crowfoot (1935),

Jerser. 7 Evaps (193) intentan luego fijar 1a posicibén ds las doe
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hles ligaduras en la moléeuls y propcnen-como posible la £6rmuls

?IH-—'C H—CH,

¢C—0——Co

W, Yarinobufsgina segdn
Jengsen y Evans (1
eo y (1934)
] C, 2,0, (?.x.44,00)
oH

Tltimaments,Jensen - segln expresa Fleser {1937) en su 1ibro so-
bre Y23 Gorlvados del fensntrebe - conzidera probable que ol grupo del Cy
sea CL,0 en lugar de CHO,y gque la genina contenga dos hidroxilos texcla-
vlos en el C; 7 en el (437 on wne ccrte nota publicada en 1937 el mlsuno ave
tor,bosado una vez més en la hidrogeracién de la marinobufagina,adwite que
este substanciu debe poseer tres doblea ligadurag,de las crmles dcs esta-
rfsn en ol oiclo lacténico y una ern le parte esterdlice de is moléculsa.te
nepta ya ccno defiritive la exietencia de un grupe alcohblico ern el C

40’3
supcie gque otro hidroxils es terclario y s3tf situedo sobre el G,

—_— 0= (0 Y ‘
4C=C
¢ ~— CHsumm CH
CHy Marinobufugine segln
o Jonsen {15%7)
HE .

1 CooH,.05 (P.3.1:00)

A 0H
/

En 1937,3)otta y Nelsser,del Instituto Eutenten de Sen Pablo (Bra
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81l),publican un trabajo sobre este veneno cuyas ooncluagynea difieren en
parte de las de qulenes ae habfan ccupado &e este tema con anterioridad,

. La £échina emplieada por dichos investigadores para ¢i1 aislamient®
v purificacién de la marinobufagina es similar a la que Vieland utilizé en
el estudlo del B.vulgaris y va descripta més adelante,en la parte experimen
tal,pues también gué le usada por nosotros en la separacién del compuesto
que nos oocupa. Consiste,en general,en una serie de recristalizaciones obte=
nidas de distintos disclventes,complementadas por cromatograffas en colune
nas de 8xido de aluminio (Brockmann) ,método reccmendabie para la seperacién
de substancias con propiedades muy cercanas y por eec Gtil en eate caso
(Zechrmeister y von Cholnoky,1936).

Por este camino llegaron Slotte y Neisser a cbtener la dbufegina
como una substancla blanca,bien critalizada,de P.F,205,5-208,52,cuya compo-
sicibdn centesimal difiere d- las consignadas por Abel y'Macht ¥ por Jensep
¥ Chen,

Por titulacién del grupo lecténico determinaron un pssoc equivelen

te de 478,10 que elimina la posdbilidad de férmulas en C,y cuyos pesos mole-

culares son cepcanos a L00,y atribugsron a la marincbufagina la sigulente:

-
¢H C——CH=—=CH
% Marinobufagina segln
i Slotta y Neisser (19%7)
C,,H,,0, (P.M.L58)

en la cual un grupo proplonilo esterificarfe a un hidroxilo tereiario,pose-
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vondn sdemfs otros dos hildroxilos lilnes,secundaric y tercierio,respectiva-
. ]

rente,

Experiencias personsies: Como ya lo anunciérancs (Deulefeu,Duprat y Lebrlo=
1a,3940) ,henos repetido expetumente le téenice de preparacién empleada por
Slotte y Nelsser.3iguiéndola exactamentegen ia forme que se detalla en la
parte experimsntal hemos obtenido un productc de P,F.221-2222,alge superior
al sefialedo en ls ppimitiva memorla de Abel y Macht que,comparado con los

otros de la literatura nos dag

Abel y MachtUOCCOOOc..C..O.l000100217-2182
JeneenyChen................-....212-2133
Slotta Sy Nelsser.isececessacses -.205,5—208,53

Autor.............................221-2223

Com¢ estas diferencles podfen atridbuirse a que,durante el trata-
miento de purificeeidn,se hublera eliminado el grupe propicnlio supuvesto
por Slotte y Nelsser,solicitemos al Dr.Labrlola la determinacidn de los
grupos 4cildo-vcldtil empleando el semimicrométodo de Eubn y Roth,que &1 ha
descripto en la revista del Centro Estudiuntes del Doctorado en Quimice
(1937-38) ,c0n resultados negativos,siendo negativos asfmismo los de una nue

va muestra que sélo habfe sufrido el tratemiento iniclal de purificacién.

1&.@981}1’&..-.~.....,........-..“0,99 % de acetilo

zaCWGStr&o.ooocoal0.000..0.0.-.0.0.62% " " "

Como cada acetilo aquivaldrifa a 8,88 ¥ y cada propioniloc a uns ci
fra algo cercana,se ve fécilmente que los datos hallados corresponden a un

compuwssto que no los poses y por lo tanto,la marinobufagina tendrfe libres
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todos los hidroxilos de los ciclos,

Acetllmarinovufaginas Jensen y coleboraddes acetilaron por Vvez primera lo
marinobufegina y obtuvieror un derivado que consideraron comc monoacetila=
do.2lotta 3 Neimer,por su parte,tarbién admitieron la introduceién de un
radical acetilo en la molécula de su producto de P.F.205,5-208,52,cuando
trataron a €éste con anhfdrido achtico.

Experilenciag perscnalss: Nosotros hsmos vuelto & preparar 14acetilmarinobu-
fagina,sin dificulted algunag,pero al determinar los ecetilos presertes en
8lla,hemos encontradc con gren scrpresa que las cilres obtenldas acusaben
le preseucia de dos de dichéa radicales,

La operazeién fud efzotusda por_;alentamiento de la marirobufagira
con snhfdrido scético,tul como va descripta en ls parte experimesntel,y el
rroducto,tras repetidas recristalizacicnes,dis P,F,229-2332,

Los acelllos fueron dosificsados por el Dr.labriclae en la mirms

forma que antes,daduciérndose por diferoncis la cantided esterificada por

los hidr»sz1los lihres.

lﬂ.muestrﬁec.vc-succ'or.oc::;cooo\?l’ls % de acetilo

2&¢mu03traooouotcocooaaccoo.o¢00018’71% nonow i

Betos 4atos = especialmente para eate método que da cifras alge
elevadas y,alonds,detiendo ser disminufdos en 0,6-1 %,de la substasncia orie
ginal ~cetén muy cercancs a 17,76 %,que corresponde a dos acetilos,no hae :
bisudo por lo tanto dudas de que la substuncia original prasenta dos hidroe
xiloe acetiledles,mien’ras Jue lasta shoda,tanto Jensen y Evans come Slottz
y Nuviseer,hablan considerado como monoacetilado uwl derivado obtenids, busine '

dosy parse ello #8l0o en la 4@ ‘terminacidn de carbono e hidrégenoc, .
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Si en la férmula C, 4,0, de la marinobufagina,ds Jensen y Evans,
introducimos dos acetilos tendreros C,B 0, (peso molecular L8L),C:69,42 %

e H:7,L3 %,velores algo més bajcs que los hallados por Jenser y Slotta,le
cual hace pensar que quizd tenga razln este Qltimc cuendo estiua que es ne~
cesariv revissr la £8rvuls orlginal de 1le marinoburaginé,pero,por ctra paré
te,ho puede introducirse grupo acilo alguunc en su molécula,

En resumen,podemos decir que lia marinobufegina poaee el micleo
del perhidroociclopeutenofenantrene unido al anillo lactdnico de las agluco-
a6 cavrdfecas,existiendo un enlace etilénkés en ios c’clos y dos hidroxtlos
acetilables.

g1 un» de &stos es el primerlo que eatf en el C, ¥ sl otru tercia
rio y,per lo tanto,de diffecil acetilacidn,debemos eonciuir que el tercer hi
droxilo ea con seguridad secundarioc,sunque su posiciédn exacta queda para
ser fijada wds sdelarte.

Debemos mencionar también el hecho de que un anilisis efec*wuado
sobre una muestra de marinobufagina secada a 1002 416 C:72,25 % e E:8,07 £,
1o cual coinocide ms jor con la ©8rmula propuesta vor Jensen,C, H O, ,que cop

la de Slotte ¥ Nolsser,como lo demuestra el siguiente cuadro:

Jenser:C, H 0. .secsscalculedo..sC:72,00 ¥ H:8,00 ¥

/327

Qlotte y Neiaeerty#a,”...“.....0370,78 4 H:8,36 %
Encontrado. e0se00s 088 0T PFOEGES 0000372.25 % H:SJO.? %

En ~uanto al ulto peso moleoular c¢slculedo por Slotta y Neineer

en buase & la titulezidn del gupo lacténico,puede debrse & Gue la apertura |

de &ste no sea total,lo cual aumsntarfs el pes¢ equivalsente hasts el vular

ye indiocado,
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Pa~ty zxyexinental

MARINOEUTAGTNA: En ur apareio de 3oxhlet se extraen 20 gr.de veneno sese,

coa cloroformo,haste coumpletu agotamlentsn.Ss evipors rarte del Gisolvents §
ge rgragr Ster de pastr&lec hasta precipitacidr total,Evepbrase a su ves $s-
te y se recriitaliza la bufagina de metanol acudsc. {De aquif se tomd la se~
gunin muestra para dosificar acetilo).

Se disuelve en LC cc.de acectona y la eqluci&n as{ obtenida se ha-
ce pecar por una columna de 22 om.de 4xido de aluminio (Brockmann),en ouya
parte superior queda un anillo amsrillento,eluydndose con /0 ¢45.de clorofop
Mo .

TrnpAfsrse los 17quidos que han pasado por la columna (acelona y
cloroforme} 7 lca ~esiduds ss recrilstiliizan de metanol,con lo cual se obtig
nen hermosos cristeles aue funden a 213-52 en ambos casos,por lo cual se
Juntan,ssf como +arhién 3us aguas madres,

Recrist.lfzase la éubstancia de alcohol absoluto y se divide en
Aos por=iones: una para la determinaeién de acetilsc y la ocira se continfa
purificando de acuerdo a la téenica adoptada,

Trtense las aguas madres con ter sbsoluto y se ggrege Ster de
petrélec para conssguir mayor precipitado.Como nada de 8ste se produce,se
evapora el disoivente y el residuc se une a la porcién de substancia gue se
ve a saguir prrificsado,

Se disueive 8sta en 10 ce.de asetona y se hace pasar por veca co=
lumna de 6 cm.ds 8ildo Jde sluninilo (Brockmemn) - on la cual reaparecse 8l &
nillo amarillento - eluydndose con cloroformo.

Por evaporaciin de 1a acetona y del cloroformo quedan aduniantez
rosiduos que se disvelven,rsspoctivemente,en 20 ¢8.y 5 co.de alochol ebeo

iuto callente.luege de flitrar se toma punic de fueldn,que resulta sur
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218-202,

Se disuelve en l 0c.39 acetona y se ha.e pasar por un filtro re-
cublcrto con éxido de aluminio (Brockmann),en el cual queda uax levisima
cape amarlllages lava ecom 16 3o0.de acetona y se vierte cou agitasién en 60

co.de agua a 5232,dejanio en heladera y#inalmemte £1ltrando (P.F.221-222)

Determinacién de acetlilo: la.miostrae 2a.muestra
Sdbatanaia.........o...22,50 mgoo‘..e..o.-..58.17 mg.
NaOH N/50 gaatadO.......O,l7 00.0...0..0..»..0'67 oo,

Aocetilo enoontrad°c|05000062 %000:.00009000'00,99 %

Anflisiss
14,827 mg.de substanoia dieron: 12,780 mg.de CO, y 3,480 wg.de H,0.

Caloulado para G, H 0, sess:sC272,00 %oes.s.H38,00 7
mcontradOQQQOOOOQQQOoOO 3000372.25 %.. 00.03’8.07 %

Acetilmarinobufaginas En un tubo de ensayos de 50 cm.de lorgltnd,a ouya boe
ca se adapta otro mis delgado que actla como refrigersmte a meflujo, se 00=
locan 250 mg.de marinobufagina (P.F,2128) y 5,5 cc.de anhfdrido acédiido,0a-
leutdndose dos horas a bafiomaria.

A la solucién asi cbtenida se agregan 50 oc,de agua,agitande pa-
ra nomoganeizar,y se deja 2 horas en heladera,luego de las cuales puedo
observarse un preclpitado blanguesino que se filtra y recristaliza Jdos Ve
133 de aloohol (P.F,220-32).Unda terocera lo hase subir a 225-7%2,

Determilnacidn de soetilio: la,muestra 2a,musatra
Sﬁbstanoia...........-.20,39 mg-..»..........?;ah mge
K.OB 3/50 838tad°-oooooohphh °°oe0000000000002’42 QC,

Acetilo QnQontPﬂdO.ooo.18)71 %0000009003000021.15 %



BUFO MARINUS

Fraccidn bédsica

En esta fracoién ha sido sefialada hasta ahora la presencia de tre:
bases,a saber: adrenalina,bufotenina y dehidrobufotenina.

La de adremalina fud consignada ya en 1911 por Abel y Macht,en su
cl{sico trabajo sobre la especie que nos ocupa,y corroborada posteriormente
por Jensen y Chen en 1930 y 1956 y por Deulofeu y Mendive en 1938,

Son estos mismos autores (Deulofeu y Mendive) los primeros en ine
dicar la exlstencla de bufotenina en el veneno de B,marinus,pues ni Slotta
y Neisser,que poco antes (1937) se ocuparan de é1l,ni los otros investigado=-
res que anterliormente lo hicieran,la seflalaron en ninguna oportunidad,

La dehldrobufotenina,en camblo,habfa sido aislada de esta especie
por Jensen y Chen(1932),que la obtuvieron como flavianato,y por los citados
autores dbrasilefios,mientras que Deulofeu y Mendive (1938) no consiguieron

encontrarla,

Exneriencias personales: De los datos anteriorses se deducse que algunos au-
tores hadbfan hallado dehidrobufotenina en el veneno de B.marinus sin encon-
trar bufotenina (Slotta y Nelaser,1937),mientras que otros,en cambio,habian
obtenido esta 81ltima pero no la primera (Deulofeu y Mendive,1938).

Con el deseo de aclarar esta diferencla realizamos un detallado
fraccidnamiento de la parte bésica,habiendo hallado simmlténeamente,sobre
una nueva muestra,adrenalina,bufotenina y dehidrobufotenina,que fueron de-
bldamente caracterlzadas por sus piloratos y flavianatos,

La bufotenina y la dehidrobufotenina estdn tan vinculadas entre
s{ que no seria diffcil que se pudderan transformar una en otra f4cilmente

Y qQue la preponderancia de una sobre otra o la falta total de alguna de ee
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l1las se deba a factores f1isioldgicos que nos son desconocidos.

Parte experimental

BUFOTENINA$ El residuo de la extracoldn cloroférmica descripta en pégina 35

se seca,cubre abundantemente con metanol y deja de 6§ a 10 dfas a temperatu~
ra ambiente,agitando a menudo.

La extraccidn se repite una vez mds y ambos extractos,evaporados
conjuntamente a vacfo,dan un residuo que se lleva a sequedad y luego a dee~
secador con 4cido sulfirico,para eliminar totalmente el metanol y toda el
agua que éste pudlera ocontener.

Se redisuelve 91 residuo en muy poco alcohol absoluté y se le a=
flade cloroformo,dando un precipitado que,redisuelto en una pequefla cantidad
del primer disodvente se reprooipitg con el segundo.

Dicho precipltado vuelwe a disolverse,esta vez en agua,y 86 oX-
trae con 4ter durante 2/, horas en un aparato de Kutscher-3teudel,la solue
c18n acuosa,que es de reaccién fcida,se alcaliniza luego con hidréxido de
bario,continuédndoss la extracecidn durante otras 2l horas.

El éter de la extraccidn 4cida se seca con sulfato sédico y se de
ja evaporar a temperatura amblente,dando tan poco residuo que no puede trae
bajarse.

El de la extraccién alcalina,por el contrario,da,por evaporacién
a presidén reducida,un jarabe espeso que se disuelve en 30 cc.de agusa ligefj

ramente acidulada con &cido clorhidrico.

Dipiocrato: Parte de la solucién se trata con 50 cc.de dcido picrico al l %,
precipitando dipicrato de bufotenina bajo la forma de hermosos cristales

rojos que,recristalizados de agua ligeramente acidulada,funden a 1772 (En
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la literaturas P.P.174-752).

Monopicrato amarillos =1 dipicrato rojo se trata con benzol hirviente que,
disolviendo en parte el Lcido picrico,transforma al producto en moncpilerato
amarillo,sl cual,una vez decantado,da un punto de fusién de 175~772.Recris-

talizado de agua funie a 1772.(En la literaturas P,F.1782},

Monopicrato rojo: Se recristaliza el dipicrato rojo de une solucién de bi-
carbonato sédico,obteniéndose asi monopicrato rojo que,recristalizado,se
transforma por calsntamiento en el amarillo alrsdedor de 1572 y funde a
1782,

Flavianatos El resto de la solucién al que no se ha agregado 4cido plerieo
ge trata por solucisn de 4Lcido flavidnico,que da 0,5 gr.de hermosos cristae
les rojos los cuales,recristalizados warias veces de agua,funden a 1322.(En

lz literatura: P.F,130-312),

DEHIDROBUFOTENINAt La capa acuosa de la extraccidn etérea alcalina,tratada
con solucién de &cido pierico,produce un precipitadd obscuro y sucio que e
recristaliza de agua y de alcohol de 902 y que,una vez seco,toma color ama=

riilo sucio.

Plcratos Filtrando,dejando secar y recristalizando varias veoces de alcochol
se obtienen 10 mg.de cristales amarillo-obscuros de picrato de dehidrobufo-~
tenina gque funden a 1853,(Bn la literatura: P.F,1892),

Flavianatc: Se disuelve parse de ose pierato en agua ligeramente acidulads,
se oxtras con éter hasta périda del color amarillo,se concentra la scluocién
acuose casl hasta sequedad y se afiade 4cido flavidnico,que produce la prs=-

cipitacién de cristales rojos de flavianafoc de dehidrobufotenina,los cuales
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funden a 260-658 con descomposicidén.{En la literatura: P.F.260-652),

ADRENALINA: La parte que el metanol no disuelve (véass pédgine 38) se deja
seocar y ge trata con 110 cc.de &cido acédtico al ) %,formando una papilla
que se deja dos dfas en reposo y se trata ccn 500 cc.de alechol,con lo cual
86 consigue la precipiteoidn de 1la parte proteica,que se separa por c¢antri-
fugacidn.

El 1{quido acuoso-alooh81iro se evapoma a presién reductida hasta
eliminar todo el aloohol (hasta unos 50 oc.).8e aflade entonces gota a gota
una solucién de acekato bBico de plomo,que produce Ligira turbidez,conti-
nuando hasta que no se la observe més por nuevos agfegados de dicha solu-
eién.,

Para eliminar el plomo se centrifuga y se hace pasar una oorrien-
te de £c1do sulfhidrico.Al precipilar el sulfuro de plomo queda una solusd
6i18n muy 1{mpida que se evapora hasta %<5 ec.,86¢ cvloca en un tubc de cen-
trifuga y se alcaliniza con amonfaco hasta viraje del azul de timol.

Obtiénese en esta forma un precipitado pastoso c¢ue se deja 24 ho=-
ras en heladera.Se decanta la solucién acuosa y se le afiade,lentamente y
con agitaoién,alcohol de 962 que disuelve la pasta,con lo cual quedan cris-
tales blancos de adrenalina (P.F,2153,calentamiento répido) que,una vez se-
cos,dan un peso de 24 mg.

La adrenalina asi{ obtenida se purifica por disolucién en alcohole
fcido aocdtico y reprecipitacién con amonfaco (P.F,2172,calentamiento répi-
do).

Evapéfase la solucién alcohblica de la pasta y se afiade un poco
de agua acidulada,que la disuelve y de donde se extras con éter.Alcaliniza-

se con hidréxido de bario y se sigue extrayendo en la forma indicada.
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La extraceidn 4cida no deja reslduo apreciable,er tanto que la
alealina da una pasta,que se disuelve en agua &cida,y de la oual se puuden
greperar,en forma similar a la ya indicsda,dipicrato y flavianato de bufo-
tenina,caracterizados por sus puntos de fusifn y mezcla con los an%erior-

mente obtenidos.
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BUFPO ARENARUM

FPracciédn neutra

ARENOBUPAGINA: El estudio quimico de la secrecién del B.arenarum fu$ inieis
do por Chon,ienson y Chen (1933) que,ademfs de colestercl y de otros produg
tos que se consignan més ddelante,aislaron una genina (arenocbu@agina) de
P.P,2208 (corregido),a la sual atribuysron la férmula C,H O .

Jensen (1935),que prosiguiera estas investigaciones,confirmé los
datos enunciados y los amplif§,anunciando la determinacién de un grupo acee
tilo en la molécula de la arenobufagina y la preparacién de diversos deri-
vados.,

8in embargo,algunos resultados que Wieland comunicara privadamen»
t.e a Deulofeu y que  §ste mencionara en una comferencla pronunciada en Mon-
tovideo (1940),difieren bastante de los de Jensen,pues el autor alemin ma-
nifiesta haber aislado,de los cueros de B.arenarum,una genina que funde &
2502,

eriencias personaless Con el deseo de aportar nusvos elementoes de juicio
a la resolucién de este problema realizamos algunss ensayos (Deulofeu,Du-
prat y Labriola,1940) que nos permitieron ebtener una bufagina de P.P.231le
332 y férmula C,H 0, ,que no revel$ la presencia de acetilos (menos de 1 %)
en su molécula,

Era evidente,pues,que nuestros resultados habian complicado adn
més la cuestién,en lugar de aclararla,puesto que los puntos de fusién con-
slgnados para la arenobufagina eran ya tres,en lugar de dos,y,en contra de
lo manifestado por Jensen,no se hadbia constatado en ella la presencia de a-
cotilo alguno.

Como posefamos una apreciable cantidad de secrecién (60 gr.) y
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cerca de 1.000 cueros de B.arenarum resulvimos insistir en el alslamiento

y purificacidn de la genina,usando el método que se describe en la parte
experimental y que,salvo pequefios detalles,ea idéntico al empleado en el
caso de la marinobufagina,

En esa forma conseguimos obtener unos pocos miligramos de una
substancia bristalina e incolora,cuyo punto de fusién (28«50 coincide
précticamente con el registrado por Wieland.Los anélisis reallzados sobre
ella y sobre una muestra algo mis impura parecen atribuirle la férmula
€306 *

En resumen,de los diversos puntos de fusién consignados hasta a=

hora,gue son los sigulentes:

Chen,JensenyChen........................2203
wieland..........................‘........2502
Deulofeu,Dupra.t Yy La.briola.............231—352 f

Autor..........................-...0000211.8-503

-

podemos decir que se deduce la existencla indudable de una arenobufegina
que funde a 2502,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 deficlente purificacién,que no es rara,puesto que elevar la
temperatura de fusidn por arriba de 2322 es tarea bastante diffcil,que exi-
ge por lo menos una cromatograffa y numerosas recristalizaciones,en las gue
se plerde gran cantidad de materilal,

En lo que respecta a la marceda divergencia que existe entre es-
tos datos y el de Chen,Jensen y Chen preferimos no abrir juicio por ahora
y dejar a trabajos ulteriores el establecer las causas que la motivan.

Debemos agregar que el contenido en acetiloc del producto de punto
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de fusién 2li8=508 resulté inferior a 1 %,lo cual indica ausencie de tales

radicales en la molécula de la genina,

Acetilarenobufaginas Jensen (1935),tratando la arenobufagins de P,F.2202

con anhidrido acético a bafiomarie preparéd un derivado monoecetilado de P.F.
162-£€38,

Experienclas personales: Nosotros,empleando el método que va descripto en

la parte experimental,hemos acetilado una muestra algo impura de P,F.225%,
obteniendo un producto que funde a 24,6~L82 y contiene 18,1 % de acetilo,es
decir,dos grupos acetilo por molécula (Calculado para Cpgly0, 8 13,8 4 de a-
cetilo),lo que indloa la existencia de dos hidroxilos,posiblemente secunda=

rios,en la arenobufagine original.

ARENOBUFOTOXINA: Chen,Jensen y Chen (1933) encontraron en la secrecién del

B.arenarum un compuesto de P,F,194~958 y f£érmula c,snﬂoé «C,H O, Ny

,que no es

otra cosa que la bufotoxina correspondiente a esta especie,

Experiencias personales: De los restos de preparacién de la arenobufagina

pudimos aislar una pequefia cantidad de una substancia que se presenta bajo
el aspecto de pequefias esferas formadas por finas agujas de P.F.1982 y que
corresponde a la bufotoxina hallada por los investlgadores mencionados,aun-
que el andlisis de su contenido en rnitrégeno estf m&s de acuerdo con la fér

malas C,,H”O6 «C N,, que con la que le atribuyeron los autores americanos.

I‘IHZ 'Io y

Parte experimental

ARENOBUFAGINA: Se muelean finamente 55 gr.de secrecién 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 gue pudiera contener mediunte 2 o 3 lavados con su proplo volue
men de agua,desecacién con carbonuto de potasio anhidro y ulterior destilas
do,a fir de que los productos bfsicos del veneno no sean también extrafdos.
Sin embargc,ra pequefla parte de éstos es arrastrada en forma de partfculas
negruzcas de consistencia alquitranosa,

La muestra se coloca en desecador y vuelve a ser tratada en la
misma forma durante 6 horas con una nueva poreién de disodvente,con lo cual
se la considera totalmente agotada.

Ambas fracciones se unen y,luego de evaporsdas y desecadas,se las
redisuelve en un pequefioc volumen de cloroformo y se lee agrega éter de pe~
tréleo hasta completa precipitacién de una mesa pastosa que,luego de unas
2l, horas de reposo,vuélvese friable.

El precipitado se disuelve en 55 ec.de acetona exenta de agua,ss
cromatograffa por una columna de 10 cm.de alto y 1 ecm.de didmetro de Sxide
de sluminio (Brockmann} - én la cual queda un anillo parduzco - y se eluye
finalmente con cloroformos

Ge evapora la adetona y el residmo seco se disuelve en alcohol,
filtra,concentra y deja en heladera,con 1o cual precipita la arenoburagina,
<ue s¢ cristaliza de alechol,

Las aguas madres dan,por evaporacién parcial,fracciones més impue~
ras quc se purifican diaolfiéndolas en acetona y sromatografiﬁnddlas pér el
métbdo yea empleado,luego de lo cual se las recristaliza varias veces de a-
cetona,llegando ss{ a obtener una porcién muy pequefia que funde a 2/;8-508,

En las recristalizaciones hemos preferido emplear acetona en 1lu-
ger de alcohol - que es el dilsolvente usado en el caso del F.marinus y del
B,chllensis - porquc,siendo la genina menos soluble en aquélla que on éstej

se plerde menor cantidad de material en las sguas madres.
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Anflisis:
Calculado para C,H,0, cceescorecssanseeC270,59 & H7,69 %
Muestra N8 l... (P F.2liB-508).cceveeec.C270,60 £ H37,86 %
Muestra N2 2.,.(P.F.248<502)cesccece0«C270,55 § H:7,88 &
Muestra N2 3...(P.F.2L7-1iB%Y.cc0eve.ssC370,57 % H:8,0L £
Muestra N8 leee (P Fo2L7-bB2) eoeeeeereC:70,k7 £ H:7,91 &

Determinacién de acetilo:

Substanciag......;.(..¢--...............25,60-mg.

Na-OE N[aﬁ Sast&dOQOO...0.'..0.@...‘5..‘..0’10 cc' 4

Acetilo encontrado..-.o...........i...o..o,eh %

Aeetilarenobufaginas Bn un tubo de ensayos de colocan 110 mg.de arencbufa-
gine de P.F.2252 y se les agrega 1,1 cc.de piridina y 1,1 sc.de anhfdrido
acético,con lo cual se obtiene una solucién incolora que se deja 2l horas &
temperetura ambilente,

Transcurrido este plazo se afiaden 11l cc.de agua,produciéndose wun
precipitedo blanco,amorfo que,despuds de tres reclistelizaciones de alcohole

agua,acusa P.F,2,6-88,

Determinacién de acetilo:

Substanoia...............o».....o.......ZO,h7 mge
Na OH ¥/20 gastadOooo-1000.000000000000401’73 CCe.
Acetilo enaentradOQo.ooooooocnoooooo.ooola,l %

ARENOBUFOTOXINA: La solucidn eloroférmica residual de la preparacién de las
frasciones bdsicas (véase pigina L9) fué eveporads,disuelta en alcohol y
precipitade con éter repitiéndose tres veaes el tratamiento.

La poreién insoluble en éter,que da una intensa reaccién de argi-.
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nina (Reaccién de Sakaguchi),fué disuelta en alcohol de 30 ¥ y dejada en
heladera,precipitando as{ un residuc pastoso que se redisolvié en alcohol
de 20 % y dejd precipitar musvamente.

Las operaciones se repitieron varias veces con ol afinlido de care
vén activu hasta que 8e obiuvo un precipitado incoloro que se continud re-
precipitando de alcohol de 20 #,1legardo un momento en que el sélido se pry
sentd bajo la forma de rosetas constitufdas por finas agujas que,en una o-

portunidad en que se depositaron sin agruparse,fueron filtradas y secadas

con acetona,dundo P.F.1988,

Anﬁligisz
5,265 mg.de substancia dieron: 0,358 cc.de N, a 188 y 766 tm.
Calculedo para CH,0, «C.H, O N,eveeesoeNsT,49 %

LD N 4

Encontrado (cormgidO)oooo e0ecvecesoeconce ONSB’OB %



BUFO ARENARUM

Praccién bésica

Segfin loe resultados obtenidos hasta el presente,de todas las es~
pecies sudamericanas,es el B.arenarum el que posee una fraccién bédsica més
compleja en su venenojpues en clla ha sildo seflalada la existencia de cuatro
de las cinco bases gque se dan como corrientes en estos materiales,a mfs de
una quinta de constitucién desconocida.

Asi,Chen,Jensen y Chen ( i933),en 8u trabejo ya citado,consignun
el hallazgo,on la secrecién de este sapo,de dos bases caracterizadas por
sus flavianatos de P,F,130-312 y 265%,a las que denominen arenocbufoteninas
A ¥ B,treténdose,svidentemente,ds bufotenina y dehidrobufotenina.

Poco despuée,estudiando el material proveniente de cueros,Wieland,
Xonz y Mittasch (193L),81in ocuparse para nada de la fraccién neutra,confire
man la presenclia de dichas bases,seflalar la existencia de otra cuyo picrato
funds a 1452 y consiguen aislar la substancia sulfurada que Wielard y Vocke
(19%0) descubrileran en el B.gama y denominaran bufotionina.

Por 81ltimo,en 1935,Deulcfeu entre nosotros y Jensen en E.E,U.U,,
demuestran sin lugsar a dudas la presencia de adrenalina en la secrscién del

B.arenarum,que ya habfa sido seflalada por Novero (1922) en base a pruebas

farmacolégicas,

Experiencias personales: Nosotros,usando el método corricnte,contirmamos ‘
una vez mAs la presencia de bufolenina;mientras que,de las aguas maires con
centradas,cbtuvimos en una oportunidad un pierato de P.F,185-882,caracteri«
zado como de dehidrobufotenina por transformacién en un fiavianto de punto
de fusidn 260«623,que suponemos idéntico al aisladv por los investigadores

que nos prececieran,
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Por otra parte,trabajando con cueros,conseguimos obtener una apre.

ciable cantidad de bufotionina,

Parte experimental

La parte no extrafda por el cloroformo se deja secar al aire y se
cubre ocon metanol durante unos 20 dfas,agitando algunas veces.Se renueva el
disolvente y,luego de dejarlo otros 10 dfas mds,se filtra y ambas fracoloe
nes se evaporan conjuntamente a sequedad.

Al residuo as{ obtenidc se le agrega alcohol absoluto,que no lo
dlavelve totalmentej;se calienta y;cuando la parte no disuelta se encuentra
en suspensién se afiade cloroformo,que produce un precipitado amorfo.Se deja
reposar y al dfa sigulente se decanta.(Las aguas madres cloroférmicas se
someten al proceso indicado en pégina ;6 pare el alslamiento de le areno-
bufotoxina).

Repetida la operacién,se disuelve el precipitado en agua y se lo
extrae con §ter durante 18 horas en un aparato de Kutscher-Steudel,obtenidn
dose asi una fraccién etérea que no deja précticamente ningin residuo al
ser evaporada.,

La solucién acuosa se alcaliniza con hidréxido de bario y conti-
nfa extrayendo durante otras 18 horas,luego de lo cual se decanta,

Tanto la oapa aocuosa,cuyo bario se elimina con 4cido sulférico;
somo la etérea,que se evapora dejando un residuo que se redisuelve en agua
acidulada,son divididas en diversas por_ciones que se tratan con Acidos pi-
orico y flavidnico dando,en varios casos,precipitados rojos muy sucios que

quiz& sean de bufotenina.

BUFOTENINA: Las partfculas de consistencla alquitranosa que fueran arrastra
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das en la extraccidn cloroférmica (vdase pégina L5) se decantan y disualvenj

on aleohol,obteniéndose asi una solucidén que se evapora a seguedad.

Picratot El residuo,redisuelto en agua,se divide en dos porciones.A une de
ellas se le aflade solucidn saturada de 4cido pierico,produciéndose asf{ un
precipitado rojo de picrato de bufotenina que,recristalizado varias veces
de agua acidulada,funde a 1722.(En la literatura: P.P.1772).

Plavianatos A la otra poreidn,en camblo,se le agrega Acldo flaviinico,obte=-
nidndose un precipitado rojo de flavianato de bufotenina que se somete a
varias reoristalizaciones de agua acidulada (P.F.1252).(En la literatura:
P.F.130-312),

DEHIDROBURDTENINA: En una de las oportunidades en que se realizd el trata-

miento de los productos bdsicos segfin el método descripto,de la fracciédn a-

cuosa que habfa sufrido ambas extracciones etéreas (4cida y alcalina) logré

se la preocipitacién de un piorato de dshidrobufotenina,de color amarillo y
punto de fusién 185-882.(En la literatura: P.F,189%2),

BUFOTIONINAs$ Loe cueros de B.arenarum fuercn cubiertos con alcohol de 962
durante dos perfodos d4 15 dfas cada uno,luego de lo oual juntdronse los
extractos,que fueron evaporados a sequedad.

El residuo fuéd disgregado en el seno de &ter de petrdleo para di-
solvear las substanclas grasas,decantado y tratado con alcohol,donde se di-
solvid parcialmente.Qued$ asf insoluble la bufotionina,que fué filtrada,so-
metida a la aceidn de earbén activo y recristalizada varias veces de agua,
dando cristales que se descomponen a 2422 y funden a 2542 con desprendinien

to de gases,
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Pragaidn neutrs

Experiencias persoaalest Soobre ol veneno de B,chilensis que,como ya lo ex2

sresfTumQs,es wna especis corriente on algunas regiones de Chile,no habia

side revalizado hasta ahora trabajo alguno.

El nuestro - efectuado con productos provenientes de las gléndu-
1ss ¢ de 9u3Iros secos - tlene forzosamente el cardcter de preliminar,dado
P 1w czitidad de material de que 3e dispuso ers pequefla ¥y 2a genina en-

Qe

son.»ala resultd diff{oeid de purificar y recristalizar.

CHILINOBUFAJINAS Del veneno exprimido pudimos aislar una substancla orista-

Viow, avenie de nétrSgeno,de P.F.223.2,12,que admitimos sea la bufagina oore
vesronitants (chitlenobufagina),a la cual los andlisis efectuados asignan
e Férieals C B, 0 >

¥sa misma carencia de material,a que haocemos referencia,hizo fra-
cusa™ tuosns las tentativas realisadas para alslar una bufotoxina,aunque pue-
Aimos obtener una pequefia cantidad As Scido subérico gue,como 86 8ads,88

ano de les habituales componentas de esta class de productos,

Parte experimental

CRILENOBUFAGINA: E1 veneno obtenido por expresidn de las glindulas es finxw
wante pulverinado v secado al vaoic,vuelto a pulverizar y extrafdo con olc-
#nformo en un aparato de Soxhlast durante 2l horas,luego de 1o ocuax se lo =4
s2,pulvariza y sxtrae nuevwna ite,

7

El extracto cloercfivimi:c » 9c¢ eovanovg hesta L0udlo VoLvmer ¥y e

vrecipits con dter de petrdlec des pcsto s ohmilialsn bajo,obteniénduse una
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substancia amorfa,sé2ida e Iincolora.®i precipitado,blen seococ,se disuelve
totalmente en asetona, haciéndose pasar la solucién por uns columsa de éxie
do de aluwminio (Breo'tiann) y recogidndoss dos porciones; La acetona que pa=-
sa dipectaments y la empleada para lavar la colwma une vez que ha termina-~
do dé atravesarla la solucién primitiva,

Ambas fraccionss se evaporan y dan un residuo incoloro sélido que
3s disuslve féollmente en muy poco cloroforme puskficado.Se afiede Ster etf-
1i¢o absoluto y,en ambos ocasos,precipita un sélide blanco,todavia amorfo,

Se 1o vuelve a secar y disolver en cloroformo y se le afiade &ter,
poco a poco,hasta turbidez,obteniéndose de las dos fracclones cristales i
dénticos que funden a 219202 y que,como tienen las mismas caracteristicas
y no dan depresidén en su punto de fueidn ouardo se los mezsla,se juntan pa-
ra trabajarlos ulteriormente.Una buena oristalizacidn 38lo se logra si la
solucidn clorofémzica o8 algo diluidaglas soluciones conocentradas dan proe
eipitados incaloros 'y sélidos,pero amorfos.

BEsta operacién se repite dos veces,volvidndose la fraccién oris-
talina ceda §oz ods insoluble en cloroformo,por lo cual las dltimas recris-
talizaciones ss efectfan de aleohol,al cual se aflade luego éter absoluto y,
finalmente ,fter de petréleo d» bajo punto de ebullicién,hasta que la turbi-
4oz sea permenisnte.Se obtienen as{ cristalss prismiticos,incoloros,solubles
er. aloohol y elorofowmo,poco en éter e insolubles en éter de petréleo y a-
gua.Funden s 223.242 y dan una reacoidn de Lievermann-Burchard azul,que pe-

sa pronto a vorde.

Andlinias
la.muestras 5,182 mg.de substancia disron 13,030 mg.de CO, y
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2a.miestras 5,158 mg.de substancia dleron: 12,980 mg.de CO, ¥
3,790 mg.de H,O.

Calculado para CoH, O cccrooesos-esees.C368,92 £ H:8,15 %

MUOSLEA N2 Lueoecsorsoserassassaneesss0268,93 £ HiB,03 %

MuesStra N2 2..cceeccreecvcecncscseese0268,60 £ HiB,47 %

ACIDO SUBERICO: El extracto etéreo 4cido de una partida dGe cueros de la
cual se obtuvieron bufotionina y bufotenina (véagp pégina 55) di6,por eva-
poracidn,un residuo del que pudo separarse una pequefia cantidad de 4cido
subdrico,que fué idsntificado porque,después de varias recristalizaciones
de agua,acus$ P,P.1402 7 no d1é depresidr en el mismo por mezcla con una

muestra cuténtica,
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BU E 0 CHILENSTZ S
Praccifén dfstsa

Experiencias pergonalegs El1 residuo de la gseparacién de la bufagina (véase
pégina 51) fué cuidadosamente friocionado por medio de la mareha general

que hemos indicado sn pdgina 25,pero no se consiguld le ocaracterizacién de
ningén producto.

BEr este sertilo turimos mayor éxito al tradajar los cuercs secos,
pues on la parte que corresponde a los componsnte? bdsicos pudince estable-
¢ar sin ninguna dude la existenocia de bufotenine ,identificada come picrato
¥ flavianato,asi como tambidn sSbitener une gonaiderabls centjiiad ¢6 Iufutioe
nina.

Por otra parte,de las aguas madres de este preparacibén,aislamos
wia nueva base que da una neta rezccién indélica de Adamkiewioz~-Hopkins y
cuyo picrsto funde a 12723pero se la encuentra sn tan peauefla cantidad que
gu caractsrizacién ha de resultar diffeil,

Parte experimantal

El residuo de la extraceién cloroférmica fud sometido al trata-
niento metflico g a todo el fraccionamiento detallado en pAgina 2% ¥,#in
eudargo,en uinguna de las fraoclones pudo aislarse una base,ni como piora?
pl como flavianato.

Ia extraccién de 1las pileles se realilza dejdndolas con aloohol de
962 durante unos 15 dfas y destilando el extracto.El residuo,easi un jara-
be,se filtra y da une porcién insoluble que,recristalizada de alcohol,pro-
duoce colesterol,

El jarabe,concentrado mievaxonte y tratado con un pcso deé aleohol
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~
absoluto vuelve a dar dicha substancila.Se evapora de nuevo la solucién casi
a seygedad y se trata con éter de petréleo,que provoca la formacién de un
precipitado.El dlsolvente se renueva a menudo y sus soluclones evaporadas
dan colesterol.Todas las fracciones de eete producto se caracterizan por
punto de fusién y punto de fusién mezcla.

La por016n§insoluble en §ter de petréleo se disuelve en un poco
de alcohol y se vuelca en abundante agua helada.Una parte insoluble presie.
pita de inmediato y se produce a veces una suspensién coloidal.Cuando asi
ocurre se filtra el precipitado grueso y se concentra luego a vacfo,con lo
cual suele romperse la suspensidn coloide y hacerse filtrable.El filtrado
86 evapora parclalmente y extrae - previa acidificacidn,si no eetuviera pri
mitivamente 4cido - con éter en un aparato continuo.

Evaporado el disolvente,el residuc que queda es prédcticamente nue

loﬁpor lo cual se lo desechsa.

BUFQOTEMINA: La solucién acuosa se alcaliniza con hidréxido de bario y se
extrae de nuevo con dter.De esta porcidn se afsla bufotenina,que se carace
teriza como piorato y flavianato sigulendo la téonica corriente (véase pé-
gina 38).

BASE INDOLICAs De las aguas madres,despuds de eliminar el bario can &cido

sulfirico y concentrar,no se aisld ningfin flavianato,pero s{ un picrato de
P,P,1278,que 05 ung base indélica,puss da una reaccién de AdamkiewiozsHop-
kins positiva,perc que estd presents en tan pequefla cantidad que no admite

por el momento um mayor estudio.

BUFOTIORINA: Une nueva partida de cusroe (aproximadamente 600) fus extral-
da con aleohol de 963 en la forma habitual,repitibndose la operacién y eva-



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Nuestras experiencias y las conclusiones que de ellas se derivan

pueden ser resumidas en la siguilente forma:

BUFO MARINUS:

12),~Hemod® sometido a la merinobufagina a un proceso de purifioca-
i 4%n,habiéndola hallado oconcordante con la férmula de Jensen C,H,0, ¥ con
wn punto de fusién 221-222,

22),.«Por acetilacién de la marinobufagina hemos obtenido un deri.
vado de F.F,225-272,que resulta ser diacetilado,en contra de le opinién has
“«a ahora admitida que lo da como monoacetilado, l

32),<Pe la fraccién bédsica hemos alslado y caracterizado bufcotee |
vina,dehldrobufotenina y adrenulina.

SUFO ARENARUM:

12).=La ulterior purificacién de la arenobufagina de P,F. 231-332
y férmla C,H .0, ,ha permitido separar una fraccién de P,F.2,8-502 que,al
jgmal que aquélla,no contiene grupos acetilo y responde,en cambio,a una

f£8vrula C, H,O, . 1

673

22),.«Por acetilacién de la arenobufagina hemos obtenido un deril-
vado de P.F.26-182,que tznbhiédn es dAiacetilado,lo que inmdica la presencia

|

de dos hidroxilos,protablemente secundarios,en la molécula de 1la arenobufa-‘
zina,

32),.-Hemos aislado arencbufotoxina de P.F,1982,cuyo contenideo en
nitrégeno est{ de acuerdo con el de la férmule C,H,0, .C H O N, ,0 goea la a-

M
. 1
renobufagina de P.F.231-332 condensada con la suberilarginina,

42).~En 1la fracelén b&sica hemos caracterizado burotenina,dehidrg1

bufotenina y bufotionina.
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porandd conjuntamente ampos extrastos a sequedad,
El residuo fué tratado primeramente con éter de petréleo,que di-

suelve &l colesterol,y luego con alechol,quedando un resto insoluble que s¢

recristalizé varias veces de agua,resultando ser bufotionina,que se Secscome

rusé a 2352 y fundib a 21,62 con desprerdiniento de gases.,
De esta partida pudo aislarse nuevemente bufotenina,procedente de

1a extraccién etérea alecalina,en la forma habitual.
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BUFO CHILENSISS

12).«De la fraccién neutra de eate venenoc hemos aislado wa bufa-
gira de P.F.223=-242 y férmula C, B0, (ohilonobufagim).

28).-En dicha fracoidn hemos comprodade también la presenclu 3le
colesterocl ¢ de &cido subérice.

32).<El1 estudio de la fraocciln bvésioca reveld la existencia de due
fotenine y bufotionina y de otra base indélica desconoccida qQue da un picra-
to de P,.F.2278,
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