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RESUMEN: La familia Dendrobatidae agrupa al conjunto de ranas venenosas que en su
mayoria comparten coloracion aposematica y presencia de alcaloides en la piel. Los alca-
loides producidos por estos anfibios, son extraordinariamente toxicos y han mostrado
caracteristicas quimicas y farmacoldgicas muy interesantes.

La extraccion de los alcaloides se realizo mediante un proceso de maceracion con metanol
y una particion acido-base. El andlisis de las muestras purificadas se realizé por cromato-
grafia de gases acoplada a masas (CG-MS).

En este estudio se logro identificar 25 clases de alcaloides y se clasificaron alrededor de
40 en base a reportes bibliograficos. Ademas se detectaron cinco nuevos alcaloides no ais-
lados previamente.

PALABRAS CLAVE: Alcaloides, coloracion aposematica, cromatografia de gases aco-
plada a masas, Dendrobatidae, particion acido-base.

ABSTRACT: The Dendrobatidae family comprises the poisonous frogs. Most of them
have aposematic coloration and alkaloids in the skin. The alkaloids produced by these
amphibians are extraordinarily toxic and they have very interesting chemical and pharma-
cological characteristics.

Alkaloid extraction was accomplished through a maceration process with methanol and an
acid/base partitioning. The analysis of the purified samples was performed by chromato-

graphy of gases with mass detector (CG-MS).

In this study 25 class of alkaloids were identified, and 40 were classified based on litera-
ture reports. Furthermore five new alkaloids, not isolated previously, were detected.

KEY WORDS: Alkaloids, aposematic coloration, chromatography of gases with mass
detector, Dendrobatidae, acid/base partitioning.
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INTRODUCCION

Una de las razones por las que se cono-
ce al Ecuador como un pais megadiverso es
porque, con sus 473 especies de anfibios
formalmente descritas hasta el momento,
ocupa el primer lugar en el mundo con el
mayor nimero de especies de este tipo de
vertebrados por kilémetro cuadrado (1).
Esta gran diversidad biologica se potencia-
liza enormemente si se considera la canti-
dad de compuestos biologicamente activos
que los anfibios producen o acumulan en su
piel.

Asi pues, hasta el momento se han des-
crito 30 aminas biogénicas, 266 péptidos y
mas de 800 alcaloides lipofilicos (2, 3, 4).
Todas estas moléculas parecen estar rela-
cionadas con la defensa de los anfibios
contra microorganismos, como en el caso
de los péptidos antimicrobianos, o contra
los depredadores por los efectos toxicos o
nocivos que los alcaloides ocasionan
sobre los nervios y musculos del tejido
bucal (5).

La gran mayoria de los alcaloides de
anfibios han sido aislados de la piel de
anuros de la familia Dendrobatidae, cuyos
miembros en su mayoria poseen una colo-
raciéon aposematica que parece estar rela-
cionada con la presencia de alcaloides (6)
y que tienen importantes efectos biologi-
cos con potencial uso biomédico. Un claro
ejemplo de este tipo de moléculas es la
Epibatidina, alcaloide que fue aislado de
la piel de 750 ranas ecuatorianas de la
especie Epipedobates anthonyi (7). Su
derivado ABT-594, es un analgésico que
ha probado ser 200 veces mas potente que
la morfina y que no causa efectos colate-
rales negativos pues al ser un agonista

nicotinico, no act@la sobre receptores
opioides como es el caso de la morfina,
sino sobre receptores nicotinicos colinér-
gicos (8).

En general, los alcaloides son un grupo
de compuestos organicos nitrogenados
débilmente alcalinos, poseen una compleji-
dad molecular moderada que produce
varios efectos fisiologicos en el cuerpo y
pueden ser altamente toxicos o nocivos.
Presumiblemente estds moléculas nitroge-
nadas tienen un origen exdgeno a las ranas
ya que no son sintetizadas por ellas sino
que son secuestradas en su piel a partir de
la dieta que ellas ingieren (3, 9).

Los alcaloides de anfibios hasta aqui
identificados han sido agrupados en 24
clases estructurales entre las que se desta-
can: batracotoxinas (activadores de los
canales de sodio), histrionicotoxinas (blo-
queadores no competitivos de canales
nicotinicos), pumiliotoxinas (modulado-
res positivos de los canales de sodio), epi-
batidina (potente agonista nicotinico),
pirrolidinas, piperidinas, decahidroquino-
linas, pirrolizidinas, indolizidinas, quino-
lizidinas, gepirotoxinas triciclicas, oximas
pirrolizidinas, pseudopinaminas, coccine-
llines y ciclopentaquinolizidinas (potentes
bloqueadores no competitivos de los cana-
les nicotinicos) (3, 10).

A pesar de que muchos de los alcaloi-
des hasta el momento descritos han sido
aislados de dendrobatidos ecuatorianos,
ninguno de ellos ha sido caracterizado en
el pais. Es por ello que el presente traba-
jo surge como respuesta a la necesidad de
implementar técnicas analiticas de tltima
generacion que nos permitan llevar a
cabo este tipo de investigaciones en el
Ecuador.
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Asi pues, en el presente estudio se ana-
lizan mediante cromatografia de gases aco-
plada a masas (CG-MS), los alcaloides pro-
cedentes de cuatro especies de dendrobati-
dos ecuatorianos: Epipedobates boulengeri
(Barbour, 1909), E. sp. F, E. tricolor (Bou-
lenger, 1899) y cuatro poblaciones de E.
anthonyi (Noble, 1921).

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron un total de 74 pieles de
ranas de la familia Dendrobatidae, del
género Epipedobates: Epipedobates bou-
lengeri, E. sp. F, E. tricolor y cuatro pobla-
ciones de E. anthonyi (Tabla 1). Todas las
pieles fueron extraidas en el sitio de colec-
ta y colocadas directamente en metanol
absoluto.

La extraccion de los alcaloides, se llevo
a cabo macerando tres veces las pieles en
un volumen total de 10 mL de metanol; el
sobrenadante fue centrifugado por 15
minutos y el liquido decantado fue concen-
trado a 1 mL usando nitrégeno.

Los extractos metano6licos concentrados
fueron diluidos en un volumen igual de
agua; luego el metanol acuoso fue extraido
tres veces con un volumen igual de clorofor-
mo. Las fases organicas combinadas fueron
concentradas hasta un volumen de 1 mLy se
restituy6 al volumen inicial con hexano; el
hexano fue extraido tres veces con 5 mL de
HC1 0,1 N cada vez. Las fracciones combi-
nadas de HC1 0,1 N fueron ajustadas a pH
9,0 con NH40OH 1 N, seguido por una triple
extraccion con 5 mL de cloroformo. Los
extractos combinados de cloroformo se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro y

Tabla 1. Especimenes de Dendrobatidos ecuatorianos colectados para la
extraccion de alcaloides

#

Especie Especimenes Localidad Provincia Coordenadas
Epipedobates 01° 04' 40,2"N /
boulengeri 15 Borbon Esmeraldas 79°00' 51,9"W

0°4'11"S/
Epipedobates sp.F 5 Mindo Pichincha 78°45'45" O
1°9'31"S/
Epipedobates tricolor 18 Moraspungo  Cotopaxi 79°9'17"0
3°16'48"S /
Epipedobates anthonyi 20 Sta. Isabel Azuay 79°18' 102"W
3°18'51"S/
Epipedobates anthonyi 5 Sarayunga Azuay 79° 34' 50,52"0
3°1620,1"S/
Epipedobates anthonyi 5 El Progreso Azuay 79° 44' 35,7"W
3°1620,3"S /
Epipedobates anthonyi 5 Sta. Martha Azuay 79°31' 38,6"W
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concentrados a sequedad a 30° C con vacio,
y el residuo solido fue diluido con 0,5 mL de
metanol. El andlisis de los extractos purifi-
cados se realizO en un cromatografo de
gases con detector de masas (Hewlett Pac-
kard 5890 series II). Se usé una columna
polar (30 m x 0,25 mm DB5MS programa-
da 100 °C a 300 °C a 10 C/min).

RESULTADOS

La clasificacion e identificacion de las
diversas sustancias encontradas en las
muestras analizadas se la realiz6 con base a
la informacién recopilada por John W.
Daly (3) en la publicacion cientifica:
“Alkaloids from Amphibian Skin: A Tabu-
lation of over Eight-Hundred Compounds”.
En la mayoria de casos, se efectud una cla-
sificacion general de los compuestos
encontrados en las diferentes muestras, ya
que el analisis se llevo a cabo mediante
cromatografia de gases acoplada a masas-
impacto de electrones (CG-MS) (IE). Hay
que considerar que en algunos casos no se
pudo establecer el peso molecular de algu-
nos compuestos, lo cual dificultd su identi-
ficacion.

La informacion se recopila en la Tabla
2, en la cual se especifica: la clase de com-
puesto y en los casos en los cuales fue posi-
ble establecer con seguridad, el peso mole-
cular, el nombre del compuesto al que
corresponde y la especie o especies anali-
zadas en las cuales fue encontrado.

DISCUSION

Si bien es cierto que el Ecuador es el
pais en el mundo que mas especies de anfi-
bios posee por unidad de superficie, tam-

bién es el tercer pais del continente que
tiene el mayor niimero de anfibios en ries-
go, pues el 30,6% de sus especies se
encuentra en estado vulnerable, en peligro
o en peligro critico (11). Esta vertiginosa
declinacion resulta alarmante, ya que no
solo representa un grave problema ecologi-
co sino que con la desaparicion de anfibios,
desapareceran también una extraordinaria
cantidad de moléculas biologicamente acti-
vas que se encuentran en su piel y que
podrian ser la soluciéon a muchos proble-
mas biomédicos.

Los resultados recopilados en la Tabla 2,
nos permiten constatar la inmensa riqueza
biologica que se almacena en la piel de
nuestros anuros, pues en tan solo cuatro
especies de dendrobatidos se consiguid
detectar un total de 40 alcaloides diferentes.
Se destacan entre ellos los siguientes grupos
de alcaloides que han sido ya analizados
ampliamente en investigaciones previas (2,
3, 5, 10, 12): Quinolizidinas, Indolizidinas,
Pumiliotoxinas, Histrionicotoxinas, Izidi-
nas, Pirrolizidinas, Polyzoniminas, Decahi-
droquinolinas, Precoccinelinas y alcaloides
triciclicos. Adicionalmente, se describen en
este trabajo por primera vez, dos nuevos
compuestos de la clase de la Epibatidina y
tres nuevos alcaloides atin no clasificados.

Es interesante analizar que a pesar de
ser especies de un mismo género, basica-
mente no se encontraron alcaloides comu-
nes a las cuatro especies. Asi, para las
especies Epipedobates tricolor y E. bou-
lengeri alrededor del 60% del total de alca-
loides identificados son exclusivos para
cada especie y de hecho, el perfil de alca-
loides difiere de una poblacion a otra den-
tro de la especie E. anthonyi (Tabla 2).
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Estos resultados evidencian una vez
mas la alta variabilidad de alcaloides pre-
sentes en la piel de anuros y el sinnimero
de factores que influyen en la produccion
de los alcaloides en las pieles de estos anfi-
bios. Si bien es un hecho que estas sustan-
cias son exogenas a las ranas y que estan
estrechamente relacionadas con su alimen-
tacion, es bastante complicado relacionar
la produccion de dichos alcaloides con el
género o familia de las mismas.

Seguin datos bibliograficos, las homo-
pumiliotoxinas no son caracteristicas del
género Epipedobates (12), sin embargo, en
este estudio se logrd identificar, en dos
especies (Epipedobates sp. F y E. anthon-
yi). Hasta el momento no se han encontra-
do homopumiliotoxinas en fuentes diferen-
tes a la piel de las ranas, pero se presume
que al igual que las pumiliotoxinas que han
sido encontradas en &caros, provienen de la
alimentacion (3), lo cual amerita futuros
estudios que permitan elucidar la proce-
dencia de estos compuestos en estas espe-
cies de anuros.

Resultd sumamente interesante haber
detectado dos tipos de histrionicotoxinas
exclusivamente en Epipedobates boulenge-
ri. Este grupo de moléculas tiene un alto
interés cientifico ya que es un alcaloide
espiropiperinidico que tiene arreglos espa-
ciales muy similares a la acetilcolina, pues
comparte con ella una distancia de 2,7 A°
entre el nitrogeno y los grupos hidroxilo.
Esto la convierte en un potente antogano-
nista nicotinico no competitivo que blo-
quea la transmision neuromuscular, cuya
aplicacion se investiga en el tratamiento de
Alzheimer, el sindrome de Down y la
Miastenia grave. Esta interesante molécula
fue aislada originalmente a partir de

Oophaga histrionica (13) especie con la
que curiosamente, E. boulengeri comparte
un patron de alcaloides bastante similar.

Uno de los principales aportes de este
trabajo, radica en el hecho de la identifica-
cion de compuestos que no han sido descri-
tos hasta el momento. Dos de estos nuevos
alcaloides tienen caracteristicas estructura-
les similares a las de la Epibatidina, por lo
cual se sugiere clasificarlos dentro de la
clase de este compuesto. Otro de los com-
puestos que no ha sido reportado antes es
una nueva 8-Deoxypumilitoxin, con un
probable peso molecular de 249. Adicio-
nalmente, se detectaron dos alcaloides con
estructuras tentativamente nuevas, dificiles
de clasificar dentro de los grupos existentes
hasta el momento.

En definitiva, los datos recopilados en
esta investigacion ponen de manifiesto la
inminente necesidad de continuar con
investigaciones cientificas que permitan el
descubrimiento de nuevas moléculas biolo-
gicamente activas que prometen contribuir
al adelanto de la biomedicina, pues como
ya se ha discutido en este estudio, estas tie-
nen un alto potencial farmacolédgico y la
gran mayoria de ellas, estan esperando ser
descubiertas.
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