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Los constituyentes basicos de los venenos
de algunos sapos sudamericanos

Por VENANCIO DEULOFEU y ENRIQUE DUPRAT

En el veneno de los sapos se encuentra siempre presente un gru-
po de substancias que se han denominado los componentes bési-
cos (1),

Son la adrenalina (I) y los derivados indolicos: bufotenina (II),
bufotenidina (IIl), dehidrobufotenina (IV) y bufotionina (V):

HO
I CH;
HO \/ \—* CHOH — CH; — N /
N Ng
0]
N , CH;
107 N\—— — CH, — CH, — N {
) Nom,
NSNS
NH (1)
AN . T
e I H—., —CH; — CH, — N — (CH,)s
D VAN
NH (111)

CH;
HO /\—C—CH =CH—N<

| o
NSNS
NH (1v)
o L _ —-l- /CHa
055.0 (\l “ CH = CH llv AN O,
NN H

NH )



380 Los CONSTITUYENTES BASICOS DE LOS VENENOS DE, ETC. Vol. XII, N* 8

Por los métodos que se deseriben en la parte experimental, estos
componentes se han investigado en los venenos de algunos sapos
sudamericanos. Se introducen algunos métodos de separacién y una
marcha de caracterizacién. Lios datos obtenidos con respecto al
Bufo chilensts, B. crucifer v B. spinulosus son totalmente nuevos,
pues dichas especies no habian sido nuneca estudiadas. Los referen-
tes al B. arenarum y B. paracnemis son complementarios de otras
publicaciones de diversos auntores que se detallan en cada caso par-
ticular.

PARTE EXPERIMENTAL

Métodos empleados.— En algunos experimentos se empled vene-
no seco de sapo. En otros se trabajdé con la piel entera. Bl veneno
se obtiene por presion de las glandulas parotoides y desecacién en
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ligeramente diferentes para cada caso.

Veneno seco.— Para este material se signié el método deserito
por Wieland, Hesse y Hiittel (3) con algunas modificaciones. El
veneno seco se extrajo a fondo con cloroformo que disuelve los com-
ponentes neutros (bufaginas). El veneno extraido se seca y se ex-
trae nuevamente con una gran cantidad de aleohol metilico frio,
repitiendo la extraccién. Lia solucidn metandlica se destila a tem-
peratura bien baja y el residuo se disuelve en una pequena canti-
dad de etanol absoluto ahadiéndose lnego cloroformo hasta que no
Precipite mas.

La solucién contiene las bufotoxinas, los componentes bésicos
estan en el precipitado. El precipitado se seca bien y se disuelve
en agua. Todo el material insoluble se filtra. La solucién acuosa es
ligeramente 4cida. Se leva a un pH 25 y se extrae con éter libre
de perdéxidos, tipo que se emplea en todas las operaciones. Por eva-
poracién del éter se obtiene acido subérico, cuando se encuentra
presente en cantidad adecuada.

La solucién acuosa extraida con éter, se alcaliniza con hidrato
de bario y se extrae de nuevo con éter. Por evaporacion del éter se
obtiene la bufotenina como un jarabe amarillo. Este jarabe se di-
suelve en una pequeia cantidad de &cido clorhidrico diluido y la
solucion se divide en dos partes.

A una de ellas, se afiade acido flaviinico, se calienta y por en-
friamiento se obtiene flavianato de bufotenina, eomo agujas rojas
que funden a 131-33° (3), y que se puede purificar por reecristali-
racién de agua. A la otra porcién se afiade 4cido picrico y eon un
poco de practica es facil obtener el dipicrato rojo de bufotenina
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que funde a 174°. Hste se puede transformar en el picrato (mono)
amarillo que funde a 180° por ebullicién eon benzol y eristaliza-
cién de agua (%). La bufotenina puede caracterizarse ultericrmente
por transformacién en iodhidrato de bufotenidina que funde a 215°
por tratamiento de la misma con ioduro de metilo (5).

El bario se elimina de la solucién acuosa alcalina por el afa-
dido de acido sulftrieco diluido. En la solucién restante se puede
investigar la bufotenidina por la adicién de &cido flavidnico. Nin-
guno de los venenos contenia esta base.

Lia solucién se conceniraba entonces a baja temperatura mante-
niendo el pH cereca de la uneulralidad. De tiempo en tiempso, por
ejemplo cuando el volumen se reducia a la mitad, se tomaba una
muestra, se llevaba a ligera acidez con 4cido clorhidrico y se tra-
taba con 4cido picrico. Si se encuentra presente la dehidrobufote-
nina, se obtiene en alguno de los ensayos un picrato amarillo que
después de ser recvistalizado de etaunol absoluto funde a 187°. De
etanol al 50 % funde en forma indefinida a 147-150°. Wieland y
Wieland (%) sefialan que el picrato de bajo punto de fusién puede
transformarse en el de alto punto de fusién por ebullicién con Aaci-

dos minerales.

El residuo de veneno que ha sido extraido primero con eclorofor-
mo y luego con metanol, se seca y puede emplearse ulteriormente
para el aislamiento de adrenalina. Se lo extrae con una solucién
acuosa al 1 % de acido acético y puede seguirse el método descrito
por Deulofen (8).

Por este método es relativamente fécil caracterizar todos los
componentes basicos de los venenos que se han mencionado. No he-
mos podido obtener bufotionina que se aisla facilmente de log cue-

ros de sapo secos.

Pieles de sapo.— Las pieles bien secas se extraen dos veces con
una gran cantidad de etanol 70-80 %. Los extractos reunidos se
concentran a baja temperatura hasta casi sequedad v el residuo se
trata varias veces eon éter de petréleo hasta que este disolvente no
deje ningin residuo por evaporacién.

El resto, insoluble en éter de petrdleo, se traté con un pequefio
volumen de etanol absoluto, donde se disuelve en su mayor parte
quedando insclubles la bufotionina y las sales minerales. El residuo
insoluble se filtra y por recristalizacién de agua, con el empleo de
carbén si ge juzga necesario, se puede aislar facilmente bufotionina
como prismas incoloros que funden a 250° (ennegreciendo desde
240°) y que se caracteriza ulteriormente por transformacién en
clorhidrato de dehidrobufotenina (punto de fusién 244°) por ebu-
Hicidn con 4cido clorhidrico 2 N,
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La solucién etandlica se concentra a un pequefio volumen y se
afiade a una gran cantidad de agua helada. Se forma un precipi-
tado que se filtra, formado en su mayor parte por bufaginas, mien-
tras que las bases pasan a la solucidn.

La solucién acuosa de las bases se concentra a baja temperatura,
se filtra nuevamente si aparece un precipitado y su pH se lleva a
2,5. De la misma se puede aislar acido subérico, bufotenina, dehi-
drobufotenina y también bufotenidina si se encuentra presente,
aplicando el método que se ha descrito para el veneno.

- No se consigue aislar adrenalina ni aun de pieles de sapos que
la contienen en el veneno seco. Aparentemente se destruye durante
el proceso.

En todos los casos se determinaron los puntos de fusién mezcla
de las substancias aisladas como complemento de la identificacién,
empleando muestras caracteristicas.

RESULLADOS OBTENIDOS. — Bufo chilensis. — Hsta es la  especie
méis comtn de sapo que existe en Chile. De la piel se pudo aislar
bufotionina de punto de fusién 252° que luego se transformé en
clorhidrato de dehidrobufotenina, fundiendo a 243° por tratamien-
to con acido clorhidrico. De la solucién aleohdlica se pudo aislar
dcido subérico que fundié a 143° y bufotenina. Se obtuvo un dipi-
crato rojo de punto de fusién 172-173° que pasé al monopicrato
amarillo por ebnllicién con benzol (P. F. 179°). También se aislé
el flavianato de bufotenina de punto de fusién 130-131°. También
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se encuentra dehidrvohufotenina puesto gque se aislé un picrato de
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punto de fusién 187° después de la separacién de bufotenina.

Bufo crucifer. — Bste sapo muy pequeilo existe en algunas zonas
del Brasil. Dispusimos tan solo de una cantidad limitada (350) de
pieles secas.

Se caracterizé bufotionina (punto de fusién 250°) y por trata-
miento con Acido clorhidrico se obtuvo clorhidrato de dehidrobufo-
tenina (punto de fusién 240-41°). Entre las substancias solubles en
aleohol se encontré la bufotenina. Su dipierato rojo fundia a 173°
v el flavianato a 130-31°. También se encontré dehidrobufotenina
aislada como picrato amarillo de punto de fusién 187°.

Bufo spinulosus. — Es una. especie de sapo comtn en el Pert.
Pudimos obtener solamente 43 pieles secas. Solamente se pudo ca-
racterizar bufotionina (puntos de fusiéon 249°) y dehidrobufote-
nina (picrato amarillo de punto de fusién 187°). La pequefia can-
tidad de material empleado no permite execluir la presencia de
bufotenina o bufotenidina en esos cueros.
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Bufo poracnemis. — Este sapo de gran tamafio que se encuentra.
en la parte norte de la R. Argentina fué estudiado por Deulofeu y-
Mendive (%) quienes aisiaron del veneno seec bufotenina y adre-
nalina.

Trabajando con la piel seca hemos podido caracterizar bufotio-
nina fundiendo a 249° que se transforma en clorhidrato de dehidro-
bufotenina de punto de fusidn 240-41°.

También se caracterizé bufotenina como dipierato rojo de punto
de fusién 174°. De este picrato se obtuvo la bufotenina libre amorfa
suspendiéndols en 4cide elorhidrice 2N y extrayendeo la suspensidn
con éter en un aparato de trabajo confinno. Tia golneidén acuesa de
clorhidrato de bufotenina se llevé a alcalinidad con hidrato de ba-
rio y se extrajo de nuevo con éter. Por evaporacién del éter se
obtuvo la bufotenina como un jarabe. Este se disolvié en una pe-
queiia cantidad de éter y se traté con ioduro de metilo producién-
dose casi de inmediato nn precipitado amorfo Hste ge filtrd v nor
disolueidn en una pequeia cantidad de alecohol metilico da ecristales
ineoloros de iodhidrato de bufotenidina que funden a 213-215°.

También se encontré dehidrobufotenina que se pudo caracterizar
fhcilmente por intermedio de su picrato amarillo de punto de fu-
sién 187°.

No pudo caracterizarse adrenalina que en ecambio se habia aislado

del veneno seco.

B. arenarum.— BEsta es la especie de sapo predominante en la
parte central de la R. Argentina. En el veneno seco, Chen, Jensen
y Chen (7) encontraron dehidrobufotenina y bufotenina que ca-
racterizaron como flavianatos. Posteriormente Deulofeu encontré (6)
adrenalina y Jensen (5) bufotionina.

De los cueros Wieland, Konz y Mittasch (%) habian aislado bufo-
tionina, bufotenina y dehidrobufotenina.

Nosotros hemos repetido el aislamiento de todas las substancias
anteriores y hemos confirmado su presencia. No pudo aislarse adre-

nalina.

Discusiin

La informacién lograda con estas experiencias se suma a la exis-
tente sobre otro sapo sudamericano el B. martnus cuyo habitat se
extiende hasta Jamaica. En el B. marinus, Abel y Macht (?) ca--
racterizaron por vez primera a la adrenalina en un veneno de sapo.
Posteriormente Chen y Chen (1°) obtuvieron dehidrobufotenina co--
mo flavianato y Deulofen y Mendive (®) bufotenina. No se ha des-
crito el aislamiento de bufotionina de la secrecién y no se han tra-
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bajado cueros de los cnales se puede aislar tan facilmente. Como
Tlas secreciones del B. marinus y B. paracnemas son idénticas en sus
componentes quimicos, pensamos que se encontrard bufotionina en
la misma si se la investiga empleando un niumero adecuado de
CUEros.

El veneno de todos estos sapes sudamericanos estid caracterizado
por la presencia entre sus componentes basicos de dehidrobufote-
nina, su derivado de conjugacién sulfarico, la bufotionina y su
producto de reduceidn la bufotenina.

Aunque no podemos formular ninguna hipétesis documentads
gobre la forma en gne estas bages se producen en el organismo, es

interesante seflalar que la bufotenina aumenta la presién arterial,
mientras que esta actividad falta en sus dos derivados, el de con-
jugacién, que por otra parte es muy insoluble y el de deshidroge-

nacién. En vista de esta relacién no es dificil pensar que la trans-
formaecién de una substancia en otra es un meeanismo para vegnlar

1
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la cantidad del componente activo, y mantener siempre presentes
sus posibles antecesores.

Es interesante gue en ningtn sapo sudamericano se haya encon-
‘trado bufotenidina, que se ha encontrado en especies de otras re-
giones,

Estamos particularmeste seguros de su falta en los venenos de
B. paracnemis y B. arenarum pues hemos dispuesto de material
abundante para realizar su estudio y en el caso del B. marinus en
el cual empleamos exclusivamente una muestra de veneno para
intentar caracterizar el mencionado compuesto.

RESUMEN

1) Se han estudiado los componentes basicos de los venenos de
los siguientes sapos sudamericanos: B. chilensts, B. crucifer, B.
spunulosus, B. paracnemis y B. arenarum.

2) Bufotionina, bufotenina y dehidrobufotenina son los compo-
nentes mas comunes en el veneno. Lia adrenalina se ha podido ais-
lar en los estudios realizados con veneno seco. No se ha encontrado
‘bufotenidina, ni en el veneno seco ni en los cueros.

Una parte de este trabajo fué realizado en el Instituto de Fisio-
logia de la Facultad de Ciencias Médicas (Buenos Aires).
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Taborda (San Pablo, Brasil), Dres. H. Croxatto y O. Koref (San-
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tiago, Chile), Dr. V. Carcamo (Lima, Perd) y Dr. J. Vellard (Tu-
cuman) la recoleccién y el envio de mucho del material utilizado

en el mismo.
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