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LA BIOGENESIS DE BUFADIENOLIDOS

por Eduarde G. Gros™

El haber sido designado miembro titular de esta prestigiosa Cor-
poracién es para mi un extraordinario honor que recibi con inmensa
alegria pero también con una gran sensacién de temor porque iener
que ocupar el sitio dejado vacante por el Dr. Venancio Deulofeu sig-
nificaba una distincién que consideraba mas alldA de mis merecimientos
dadas las singulares cualidades de mi predecesor en el puesto.

Sin pretender ser exhaustivo acerca de la labor del Dr. Deulofeu
en la Quimica Organica basta sélo considerar lo realizado en dos gran-
des campos para valorar su inigualable obra. Estos son: el estudio de
la quimica de los hidratos de carbono y sus derivados en el que formé
una gran cantidad de disefpulos, que ain hoy, los discipulos de sus dis-
cipulos siguen cultivando, por lo que fundé una escuela que todavia. al
presente es la Gnica existente en Latinoamérica, y por la linea de tra-
bajos en el tema de los productos naturales de vegetales que se extendio
no solo en el 4mbito de nuestra Universidad sino también a diferentes
centros nacionales y de! extranjero, fundamentalmente a paises del area
latinoamericana, donde siempre reconocieron al Dr. Venancio Deulofeu
como uno de los iniciadores, si no el primero, de este tipo de investi-
gaciones, Su desempefio como docente universitario y como investigador
frajo aparejada la formacién de destacados quimicos organicos que lle-
varon sus ensefianzas a los ambitos académicos e industriales tanto del
pafs como del exterior en los que lucieron y lucen por sus dotes per-
sonales pero también por lo aprendido del maestro Deulofeu que fun-
damentalmente transmitié su amor por la ciencia y por el trabajo sin
desmayos ni claudicaciones.

Uno de los temas en los que incursioné el Dr. Venancio Deulofeu
fue el estudio quimico de los componentes del llamado “veneno” de-
sapos, por lo que, vinculado con ese tema, para esta ocasion he elegido
presentar los trabajos que hemos realizado con algunos de los com-
puestos que forman parte de ese ‘““veneno”, los bufadiendlidos, pero
considerando no su quimica sino su biogénesis.

Los bufadiendlidos son productos de tipo esteroidal que se carac-
terizan, estructuralmente, por poseer un anillo a-pirona (lactona de seis

* Departamento de Quimica: Orgdnica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Pabellon 2, Cindad Universitaria, 1428 Buenos Aires.
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miembros doblemente insaturada) como cadena lateral del sistema te-
traciclico esteroidal y biolégicamente, por poseer accidn cardioténica, es
decir, con actividad fisiolégica sobre el musculo cardiaco.

o)

OH
HO

F1e. 1. — Estructura de un bufadiendlido.

Un aspecto destacable de los bufadienélidos es que se presentan
en la naturaleza en ciertos animales v en ciertos vegetales, hecho no
comun en el campo de los metabolitos secundarios al que pertenecen los
compuestos mencionados,

Los animales, como ya se indicé, son los sapos que poseen en la
piel glandulas productoras de una compleja mezcla de sustancias (de-
nominada en forma genérica “veneno” dadas las propiedades fisiols-
gicas que tiene) entre las que se encuentran los bufadienglidos. Por
otra parte, las plantas productoras de bufadienélidos pertenecen a las
familias Liliaceae (géuncros Scilla, Urginea y Bowiex), Ranunculaceae

a2

(género Helleborus) y Crassulaceae (género Kalanchoe).- 2

Para llevar a cabo un estudio de biogénesis en un organismo vivo
uno de los métodos mas comunes que utilizan los quimicos orgénicos
-consiste de los siguientes pasos (presentados en forma esquemética en
In figura 2): -

1) preparar en forma sintética un compuesto que se sospeche, por
conocimientos previos sobre metabolismo general, pueda actuar
como precursor del compuesto que se estudia e introducir du-
rante ese proceso sintético una marcacién isotépica (simbolizada
por la letra U) cominmente de carbono-14 o de tritio (ambos
isétopos radiactivos)

2) inocular el compuesto marcado en el organismo’ (vegetal o ani-
mal) productor de!l compuesto cuyo mecanismo de biosintesis se
desea establecer;

3) luego de periodos variables se debe extraer el producto deseado
{en algunos casos, plantas, sacrificando al organismo) o como
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Fie, 2. — Secuencia de pasos para el estudio de un proceso hiogenétice.

en el caso de los sapos extrayéndole el “veneno’” sin sacrificar
al animal;

4) detgrminar si el compuesto en estudio resulté marcado:

5) si éste fue el caso, estudiar al compuesto mediante métodos fi-
sicos y/o quimicos para determinar la posicién de la marcacién,
por ejemplo, si se utilizé carbono-14 se debe determinar gué
carbono o carbonos resultaron marcados luego de la experiencia.

Dado el origen isoprenoide de los bufadienélidos nuestro primer
ensayo consistié en inyectar dcido mevalénico-2-14C a sapos Rufo pua-
racnemis. Al cabo de 18 dias se obtuvo el “veneno” de los animales
inyectados, el gue resulté radiactivo por lo que se procedié a aislar y
purificar los esteroles (en ese momento conocido como y-sitosterol) y
los bufadiendlidos resinobufagina, bufalina, marinobufagina y telocino-
bufagina.

Para nuestro desencanto, los bufadiendlidos no tenian radiactividad,
la que estaba localizada en el llamado y-sitosterol.® + Paralelamente uno
de los sapos fue sacrificado y de su higado y vesicula biliar se aislé
colesterol el que efectivamente, y como era de esperar, habia resultado
marcado en una magnitud un poco mayor que la encontrada para el
y-sitosterol. ' :

Es de indicar que posteriormente, cuando hicimos analisis por cro-
matografia gaseosa, se establecié que el y-sitosterol no tiene identidad
como tal sino que es una mezela de colesterol, campesterol, estigmas-
terol y sifosterol con predominio de]l primero. Como dato adicional deseo
comentar que tiempo después los componentes del y-sitosterol radiactivo
fueron separados por cromatografia liquida de alta resolucién y se de-
" terminaron las radiactividades individuales confirmandose un resultado
previsible: que el {inieo producto marcado era el colestercl mientras
que los esteroles restantes (propios de vegetales) no tenian radiac-
tividad.® ' .
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Fiz. 3. — Resultados de la inoculaciéon de acido mevalonico-214C 2 sapos

La falla de incorporacion de dcido mevaldnico en los bufadiendlidos
abrié un interrogante que fue aclarado varios anos después pero que
en ese momento no pudo ser explicado.

Dado que los cardendlidos estdn estructuralmente relacionados a
los bufadienodlidos (ver figura 4) y que en nuestro trabajo con carde-
nolidos se hab’a encontrado que el camino de la biogénesis pasaba por.
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Fic. 4. — Relacién estructural entre cardendlidos v bufadiendlidos.
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Fic. 5. — Mecanismo de la biogénesis de cardendlidos en plantas
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un intermediario de tipo 20-ceto-pregnano, tal como se muestra en la
figura 5, %7 gintetizamos “pregnenolona-20-*C la que fue inoculada en
ensayos paralelos a sapos B. parecnemis v a ejemplares de la planta
Scille maritima aguardando en esa oportunidad tiempos distintos para
cada caso. Los resultados indicaron que mientras la pregnenolona era
incorporada en el bufadiendlido vegetal (scilliréside) no lo era en los
bufadiendélidos del sapo, * tal como se indica en figura 6.
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Fis, 6. — S'ntesis de pregnenolena-20-11C vy resultades de su administraciim a

plantas Scillu maritime y a sapos Bufo paracnemis (la posicidon de la mar-
cacion isotdpica con carbono-14 esta indicada con el punto grueso}.

Estos resultados bifurcaron las investigaciones, ya que mientras
en el caso de vegetales el proceso podria ser similar al encontrado para
los cardenolidos (también productos vegetales), en el caso de log ani-
males todavia no habiamos logrado resultados orientadores.

Para completar el estudio de la biogénesis de bufadienolidos ve-
getales v llegar a establecer el origen de los 3 carbonos necesarios para
formar el anillo «-pirona se efectuaron numerosos ensayos con diversos
compuestos de 8 6 4 carbonos especificamente marcados. ** Los resul-
tados (fig. 7) apuntaron a que muy probablemente el oxalacetato o
un metabolito vinculado al mismo es el que condensa con el interme-
diario 20-ceto-pregnano para producir el bufadiendlido luego de com-
pletar una serie de pasos no muy dificultosos de predecir y de llevar
a cabo por el vegetal 't 12

Con estos resultados el proceso de biogénesis de bufadiendlides
vegetales queddé aclarado en cuanto a las etapas fundamentales res-
tando estudiar detalles referentes a lag etapas de hidroxilaciones v deshi-
drataciones; en el caso de los bufadiendlidos de sapo agn no teniamos
ideas sobre gué proceso actuaria.

El siguiente ensayo consistio en sintetizar '* colesterol-20-C ¢ in-.

91 __



*
{Hy- CH-Co0® 9

()
o % MARCADO E£M.
* =] ESTOS CARBONCS
CH3-C0-C00° o
+ (-
L4
| 00C-CH,-C0-000° 4> Q‘ o
RO
INTERMEDIARIO TI1PQ DA
& * A o —
20-CETO-FREGNAND OOC-CHZ-CO-COO SCILLIROSIDG
Fic. 7. — Origen Dbiogenético de los 3 carbonos necesarios para completar el

anillo lacténico de un hufadienclide vegetal en la planta Scilla maritima (las
posiviones con marcaciones isotépicas con carbono-14 estan indicadas por los
asteriscos).

yectarlo en ejemplares del B. paracnemis. En esta experiencia se abrié

una pista ya que el ensayo, tal como se muestra en figura 8 rindié
resuitados positivos.t 17
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Fie. 8. — Bintesis de colesterol-20-24C y resultado de su inoculacién a sapos

Bufo paracnemis (la posicién con la marcacién isotdpica estd indicada por
el asterisco). :

Considerando los dos ualtimos resultados con animales, 12 no incor-
poracién del 20-ceto-pregnano marcado en C-20 y el resultado positivo
obtenido con el colesterol marcado en C-20, resulté tentador postular
que el intermediario precursor de los bufadiendlidos de sapo seria un
compuesto con cadena lateral de tipo dcido biliar (fig. 9). Un inter-
mediario como fal tendria todos los carbonos necesarios para formar el
anillo o-pirona no necesitando unidades adicionales.

Para probar esta hipotesis se sintetizaron 1¢-1% colesterol-24-*C y
4cido 3p-hidroxi-col-5-enoico-24-1C, los que fueron utilizados en expe-
riencias separadas con ejemplares de B. paracnemis. Como se puede
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Fie. 9. — Probable camino biogenético a un bufadiendlido animal a través
de ur intermediario tipo “acido biliar”.

apreciar en figura 10, se lograron resultados negativos por lo que la
hipétesis del intermediario tipo aAcido biliar debié ser descartada. ?

Kstos resultados negativos nos hicieron pensar que otrog factores
eran los que estaban impidiendo la llegada de log precursores al sitio de.
biosintesis, es decir a la glandula, ¥y que probablemente deberiamos re-
tornar a la primera hipétesis de trabajo que era la intervencién de un
intermediatio tipe pregnano.
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Fic. 10. — Sintesis de colestero}-24-14C y de acido 3g-hidroxi-col-5-enoico-24-14C
y resultados de las respectivas inoculaciomes a sapos Bufo paracnemis (las
posiciones .isotépicamente marcadas con carbono-14  estan indicadas con
asteriscos). .

Para ello realizamos una nueva sintesis de un producto de tipo 20-
ceto-pregnano,?® pero medificando la configuracién entre los anillos A
y B construyendo el sistema A/B cis que es la configuracién de los
bufadiendlidos de sapo.

La experiencia de inoculacién de esta 5g-pregnanolona-20-*C a sa-~
pos B. paracnemis (fig. 11) volvié a proporcionar resultados negativos **
corroborando el resultado anterior en el sentido que los compuestos de
tipo 20-ceto-pregnanos con sistema A® o aun con sistema A/B ¢is o no
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Fre. 11. — Sintesis de 5g-pregnanolona-20-14C y resultado de su inoculacién a

sapos Bufo paracnemis (la posicién isotépicamente marcada estd indicada
con el asterfsco).

son intermediarios en el proceso biogenético o no pueden acceder al lugar
de biosintesis.

Para probar estas alternativas se llevaron a cabo dos tipos de ex-
periencias: por una parte se usaron como antes sapos intactos mientras
gue por otro lado se realizaron ensayos utilizando cultivos de tejido
glandular* de sapo; para ambos propésitos se utilizé el sapo Bufo
@ enarune.

Realizando estudios de incorporacion de conocidos precursores del
colesterol (como el Acido mevaldnico) en cultivos de tejido de glandula
parétida v comparando con ensayos similares efectuados con tejido
hepatico del mismo animal, se establecié (ver fig. 12) que el tejido
hepatico biosintetizaba colesterol mientras que el tejido glandular no
lo hacia.”™
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HO (T) COOH HO

3
iy s HEVALONICOV,-/ COLESTEROL

TEJIDO GLANDULAR

Fre. 12. — Experiencias de biosintesis de colesterol en tejido hepatico y en tejido
de glandula pardtida de sapo Bufe arenarum.

Conjuntamente, mediante una serie de experiencias con las lipo-
proteinas aisladas de plasma de sapos, ensayos de union de esas lipopro-
teinas a tejido de glandula pardtida mediante anilisis de Scatchard
utilizando lipoproteinas marcadas con ], y mediante pruebas de
incorporacién en tejido glandular de linoteado de colesterilo—H liga-
do a las lipoproteinas, se llegé a postular que: a) el colesterol, fuente
primaria para la biogénesis de bufadiendlidos, no es biosintetizado de
nove por la propia glandula sino que es biosintetizado en otros orga-
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Fic. 13. — Biosintesis de colesterol en tejido hepdtico, su transporte por lipo-
proteinas y su penetracidn en la glindula productora de bufadiendlidos.

nos (higado) o absorbide por el intestino; b) es transportado por las
lipoproteinas circulantes en el torrente sanguninec y c) es incorporado
en la glandula por un mecanismo mediado por receptores (fig. 13) 2.
En cuanto a los ensayos con sapos intactos, preparamos sintéfica-

xy an

menfe =¥ Bbg-pregnanolona-21-*C y coprostanol-21-**C los que fueron
inoculados en sapos B. arenarum. Los resultados logrados (fig. 14) se-

halaron nuevamente la falla del compuesto tipo 20-ceto-pregnano para
actuar como precursor de los bufadiendlidos mientras que el coprosta-
nol resulté incorporado en los mismos luego de un lapso de tiempo con-
siderable desde la inoculacion *.

Estos resultados unides a los anteriores logrados con cultivos de
tejidos (glandula e higado) pueden racionalizarse como se esquemati-

sapos Bua, o
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Fic. 14, — Sintesis de 3g-pregnanoclona-21-1tC v de coprostanol-21-14C v resul-

tados de las respectivas inoculaciones a sapos Bufo arenmerum intactos (las
posiciones isotépicamente marcadas estin indicadas con asteriscos).
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Fic. 15. — Mecanismo de la hiogénesis de bufadiendlidos en sapos. Los pasos
postulados en el interior de Ia glindula no han sido atin demostrados.

za en la figura 15 aceptado que la glindula per se no biosintetiza coles-
terol sino que lo toma de otras fuentes v que para acceder al sitio de
biosintesis de bufadiendlidos existe un requerimiento estruetural, for-
malmente una cadena lateral de tipo colesterol. Este esterol o un com-
puesto muy relacionado ya en el interior de la glandula puede ser trans-
formado en bufadiendlidos por una via aun no aclarada pero muy proba-
blemente a través de un 20-ceto-pregnano, dados los resultados positivo
con colesterol-20-14C y negativo con colesterol-24-14C.

Este proyecto iniciado hace muchos afios nos ha llevado luego de
numerosas experiencias, algunas de las cuales han sido comentadas
en esta disertacién mientras que otras han sido omitidas en beneficio
de una mas clara descripcion de los resultados, al logro de datos concre-
tos por una parte y por otra a la proposicion de interesantes hipétesis
que abren nuevas posibilidades de investigacién que intentaremos llevar
a, cabo en el futuro.

Ortega v Gassef describié a la ciencia experimental como un ideal
v que los conocimientos de hoy desmienten a los del pasado mientras
que los del futuro desmentiran a los del presente; confio en que su
apreciacién no sea aplicable en forma absoluta al tema comentado.

Todos los trabajos a los que me he referido asi como muchos otros
realizados en otros temas han podido llevarse a cabo por la participa-
cién de muchos colaboradores a quienes agradezco sus aportes perso-
nales asi como su dedicacion, empefio v esfuerzo.
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También agradezco a la Facultad de Ciencias Exactas y Natura-
les de la Universidad de Buenos Aires, al Consejo Nacional de Investi-
gaciones Cientificas y Técnicas, a la Secretaria de Ciencia y Técnica
v a la Organizacién de los Estados Americanos por el apovo brindado
a nuestros trabajos.
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