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El estudio de las substancias de 1la piel de los Anfi-
bios, producidas por enzimas especificas a partir de aminodci-
dos y dotadas de actividad biolégica, nos ha permitido reunir
y analizar para la gran superfamilia Hylidae una larga serie
de datos sobre aminas bibgenas y polipéptidos de accién hipo-
tensora. Nuestras observaciones, por su extensién y por los
datos que a continuacién se exponen, pueden servir para una
discusién de las relaciones evolutivas y taxonfmicas genera-
les del grupo..

Ias técnicas empleadas en el reconocimiento de las ami-
nas y polipéptidos, realizadas en les Laboratarios del Institu
to de Farmacologfa de la Universidad de Parma, se han fundado
en la cromatograffa en papel y elucidén en columa de alumina,
en la cromatograffa por intercambio iénico sobre columa de Am
berlita GG50, y en ensayos de actividad biolégica sobre érga-
nos aislados, los extractos metanélicos o aceténicos de pie-
les secas, siempre obtenidos de especfmenes vivos y en condi-
ciones naturales, oportunamente decantados y filtrados se con-
servan bien durante mucho tiempo. En los procesos cromatogri-
ficos se han utilizado varias mezclas de solventes, patrones
de alta pureza qufmica, y se han comparado numerosos reactives.
L1a concentracién de alquilaminas en nuestras evaluaciones serd
expresada siempre en pg/gr de piel seca,

Se debe destacar en seguida la gran pobreza de aminas
bidgenas -indélicas, fenblicas e imidazélicas= presentada en
general por todos los Hylidos, en comparacién por ejemplo con
los Leptodactylidos. Los representantes neotropicales del gé-
nero Hyla, de los cuales hemos examinado 22 especies, desde Mé
xico hasta Argentina, aparecen précticamente *vacfos" de aque-
1los derivados del triptdfano, de la tirosina y de la histidi-
na. £En particular 1a 5-HTI' estd en ellos casi sieampre ausente
o en trazas despreciables: alge diferente parece ser pues la
actividad de la triptéfano-5-hidroxilasa en las formas del
stock euro-asiitico arborea (80-100 ug/gr en arborea arboreas
10 mg/gr en arborea japémica) y aun mfs en las formas austra-
lianas (Hyla coerulea, Hyla infrafrenata: 200 pg/gr de 5-HT;

l Hyla aurea, . .abundantes trazas: Erspamer y Col., en publicacién)



Las aminas fendlicas, cuando estédn presentes, aparecen sunamens
te reducidas en todas las Hylas, Existen cantidades modestas
de leptodactdlina (entre <1 y 17) en Hyla raddiana (= pulche-
1la), semiguttata, faber. lanciformis, raniceps, albomarginata,
ansper, -fuscovaria, muitilineata, sélo trazas.en hayi, septen-
trionalis .y .en.ginerea .de .Estados Unidos; son aparentemente del
todo.vacfas", maxima, rosenbergi, legleri, chaneque, boulenge-
ri, uranochroa, vegsicoler, rufieguius, - -Un poco mfs elevado.rg
sultarfa el contenido.de.lepiodastilina en 2l grupo rubrat mixi
mos de hasta 50 ug/gr en Hyla n2si-a de Tucumdn, y 8,5 en tra--
chytorax de la misma regién y de kisiones (Argentina).

No se ha podido sefialar histamina u otros derivados imi-
dazélicos en ninguna Hyla neotropical, pero las especies austra
lianas del grupo coerulea (en estudio por Erspamer, Endean y
Col,), aun manteniendo come i1as nectropicales una extraordina-
ria escasez o ausencia de leptodactilina y demds fenoclalquila-
minas, presentan una concentracifn notable de histemina y otras
imidazolalquilaminas, tedavfa en estudio, subrayando nuevamente
grandes diferencias en la evolucifén de los sistemas enzindticos
de la piel entre las dos ramas australes del género Hyla, tan
aisladas por su distribucién geogréfica.

Précticamente "va%ios" de amiras bidgenss resultan los
géneros Sphosnorkynchus (sélo 1 gr de leptedaciilina en gu-
raptiacus), Pternophyla (Pefodiéﬁggg Osteocephalys (s6lo 2 ug/
gr de leptodactiline en bawrinus), Tyachyesphslus (T nigromacu-
latus), y también Aparasphenodon (Acbrunoil, Lisglena (. re-.
ficulata) y Triprion (T.pstasatus). Ehyvnohvas hebes ( = Hyla
venulosa Laurenti) del Gran Chace, a pesar.de gu.renombre,.co-
mo .otros congéneres, de anfibic dotado de sgcreciones sumamen-
te irritantes, no ha revelado al anflisis cromatogréfico, mds
que trazas de leptodactilina y concentracién Timitada de hista-
mina {(30-50 pg/gr) con fuertes variaciones individusles,

Las Indolalquilaminas estén presentes sflo sn Anotheca
coronata de México (125 ug/gr de 5-HT) y en Smilisca de la mis-
ma regién: entre 12-35 ug/gr en pheecoba-bandini-gvenosticts,
trazas poco reconocibles en pums, sordiia, Sila ¥ Xyghoeeng,
Todas las "Hylas marsupiales" hasta.aguf examinadas. (Gaghrothe-
ca boliviana, marsupistum, perusna) se han demostrada.en-fin..
completamente carentes . de alguilaminas,

Llegamos ahora & una ramas especiaiizada de Hylidos neo-
tropicales, probablemente my independiente en su evolucibn de
las otras ramas del phylum, lo que es dade sospechar también
por consideraciones serol8gices preliminares (Geigl963)3 Se tra
ta de Phyllomedusa y Bradvmeduss, arborfeclas, carscherizadas
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por las modificaciones adaptativas de sus extremidades, por
sus curiosas oviposturas entre las hojas, y por su biologfa ca
si completamente independiente de la vida acudtica,

las revisiones principales del género P cmedusa han
sido las de Boulenger (1882) y de Funkhouser (1957), que ha su
brayado su interés fikético y su probable relacién directa con
Hyla, a través de una serie de estadios adaptativos, en particu
lar de la seccifn Agalychnis, menos especializads, Contribucio
nes importantes sobre.egstos. Anuros han sido dadas también por .
Bertha Lutz (1950). Tenemos datos sobre formas del grupo cen-
tro-americano Agalychnis (annae, callidrvas callidryas, calli-
dryas taylori,.saltator, helenae) .las.que.se .caracterizan.por
falta.de . .gldndulas.parétidas .y .membranas interdigital amplia;
del grupo mexicano afin Dacnicolor (dacnicolor)s del grupo bra-
silefio-chaquefio Burmeisteri . (burmeisteri, .sauvagii), altamente
especializados por.sus.parétidas.alargadas ¥ . sus .dedos oponi=
bles, y del grupo Bradymedusa (hypochondriaiis, rhodei), las
dos dWltimas correspondientes a Pithecopus de.Lubz.....

12 piel de todas las Phylleomedusas presenta cantidades
myy modestas de fenol- e indolalquilaminas, faltando préctica-
mente de imidazolalquilamiras, En P.sauvagii de Tucumédn, por
ejemplo, la leptodactilina no supera 7,5 ug/gr de piel seca, ¥
la 5-HT 8-11 pg/gr (medida, ésta ltima; por su actividad bio-
18gica en dtero de cobayo aislado), Pero -a gran diferencia de
todos los géneros de Hylidos neotropicales estudiados, y andlo-
gamente a lo que se observa en ciertos Hylidos australianos (Hy-
1a coerulea. Hoinfrafrenata), en los Rénidos, en los Licpelmfti
dos, ¥ en-algunos.géneros de Leptodactilidos (Physalaemus, cier
tos Leptodactylus, por ejemplo)~ la piel de Phyllomedusa .produ-~
ce mezclas .de.polipéptidos de poderosa actividad bradiquininica,
cuya identificacifn, secuencia estructural y dosaje farmacoclégi-
co se encuentran en un estado avanzado de investigacién,

Estas substancias, cuya inactivacién se provoca fécilmen-
te por incubacién mediante quimotripsina, se han estudiado hi-
drolizando las eluciones de las manchas obtenidas por particidn
cromtogréfica, y su actividad bioclégica ha sido medida prelimi
narmente mediante ensayos de los extractos metandlicos brutos
en varios tests fisiolégicos, como la presién sanguinea del pe-
rro, el efecto sobre el dterc aislado de rata o el intestino

grueso de perro y conejo. A4sf; por ejemplo, Phyllomedusa sau-
vagii produce efectos sobre la cafda de la presibn sanguinea
del perro comparables a los de 800-1200 ng/gr de bradiguinina
por gr. de tejido; en Phyllomedusa rhodei son comparables a los
de 1500-200 pg/gr de bradiquinina (Erspamer, Bertaceini y Cei,




1962).

Por elucidn en concentracién progresivamente reducida
de alcohol etilico sobre residuos secos de extractos metandli
cos de piel fresca, absorbidos en columa de alumina alcalina,
se han podido observar en P,sauvagil "maximus" diferentes de
intensidad en la actividad polipeptfdica, correspondientes a
las eluciones en alecohol 70%, 6% y 50-40%, respectivamente.
Se puede considerar pues que actdan en esta especie por lo e
nos tres grupos de polipéptidos: el polipéptido A (70%), el
més parecido farmacolégicamente a la bradiquinina, el polipép
tido B (60%), de efectos hipotensivos muy largos, mucho més
largos que los provocados por toda otra substancia similar, y
el polipéptido C (50-40%), cuya curva de contraccién en el
test sobre ileon de cobayo aislado resulta drésticamente dife
rente de 1a de las bradiguininas,

La produccién y la mezcla de polipéptidos en Phyllome-
dusa parece seguir siempre un patrén especffico: asf Phyllome-
dusa rhodei y Phyllomedusa hypochondrialis abundan en polipép-
tidos de.analogfas bradiquininicas parecidas al polipéptido A
de sauvagii, pero son pobres en polipéptidos B y C, contenien—
do por .otro lado abundantes polipéptidos pequefios, triptoféni-
cos, Una verdadera variacién geogrédfica parece ocurrir en al=-
gunas de estas especies. Asi, muestras de hypochondrialis de
Rondonia (Amazonia, Brasil), presentan actividades polipeptidi
cas de 20-200 veces m€s intensas que las muesiras de Resisten~
cia {Chaco Austral). También Phyllomedusa burmeisteri revela
un poderoso efecto hipotensivo, como el de sauvagii, probable-
mente debideo a las mismas substancias, provisoriamente indica-
das como polipéptido B, Es notable la mayor densidad de estos
productos de la actividad glandular en la regifn parotidea, en
burmeisteri como en sauvagii. Los efectos fisiolégicos de los
extractos parotideos de burmeisteri son en efecto 6 veces més
activos que los del resto de . la piel,

Sumamente activos, estande todavfa en estudio, son en
fin los extractos cutdneos de otras especies, del grupo Dacni-
color-Agalychnis. Phyllomedusa annae, por ejemplo, presenta
una actividad biolégica sobre ileon de cobayo aislado, por ca-
da gr. de su piel seca, equivalente a la de 20 mg de bradiqui-
nina pura, y contiene; como otras formas afines, también las
substancias hipotensivas de "efecto muy largo" caracteristicas
de sauvagii. -

Resumiendo¢ una vez que se hayan completado nuestras in
vestigaciones sobre los productos en equilibrio funcional del
metabolismo y de las actividades enzimdticas de la piel de los
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anfibios, serd posible establecer verdaderas claves de identi-
ficaclén de especies y grupos naturales, en base a su diferen-

ciacidn evolutiva bioquimica. Por el momento nos permitimos
subrayar con suficiente énfasis: 1°) la gran especializacién
y la probable independencia, o por lo menos la muy precoz sepa
racién filética, de Phyllomedusa, con rasgos adaptativos pro-
pios, del gran stock.ancestral de los Hylidos; 2°) la gran
convergencia de Phyllomedusa neotropical con ciertos grupos de
Hylidos australianos, como.gogrulea e infrafrenata, cuya revi-
sién futura merece toda atencién; . 3°) la uniformidad mapifies
ta entre las formas neotropicales del género Hyla por la espe-
cializacién de las actividades enzimfticas de .su.piel, unifor-
midad fundada scbre todo en caracteres negativos (carencia o
suma escasez de aminas biégenas y polipéptidos activos); 4°)
la pobreza general de indelalquilaminas y de polipéptidos acti
vos {(con la excepeidn de escasas triptoquininss) presentada por
los géneros numerosos de Hylidos neotropicales, aun albamente
especializados como Gastrotheca, Osteccephalus, Aparaspherodon,
Shoenorhynchus, Iriprion, Phernohyla, .lrachyssphalus, Diaghena,
Interesante .la exisiensla de.cantidades mfs. elevadas, de.incelal
quilaminas en Anotheca coronaba y en Smilisca, grupo &ste dliti-
mo quizés en proceso -de .especiacién actvai. {erf; Duellmen, com,
ers.).
5 S3e concluye que hasta que no se definan las relaciones
reales entre Hylidos de Australia y de Sudamérica, serfa por lo
menos Justificada, en base a la constancia y significado de
nuestras observacicnes, sustentar wn mejor separacién taxondmi
ca entre Phyllomedusinae e Hylinae neotropicales, grupos que e~
videntemente han. seguide irn. situ, desde un tiempo myy extenso,
un procese propio de svolusifn, .probablemente independiente, en
sus estructuras de informacifn genética y en sus expresiones a-
daptativas,




1a comparacién de los espectros especfficos, cuali-cuan
titatives, de aminas bibgenas y polipéptidos activos, produci-
dos por actividad enzimftica de la piel, lleva a conclusiones
de interéds taxonémico tombién en la super familia Hylidae (in-
fibia, Anura). Se subraya la gran especielizacifp.y.probable
separacidn filética precez de Phyllomedusa, en sus varias sec-—
ciones, caracterizada por el escaso.contenido de aminas, pero
por una extraordinaria variedad y abundancia de polipéptidos,
en algunos casos dotades de acecifn hipotensora paderosa, y més
activos que las bradiquininas clésicas, Hstas caracterfsticas
se hallan en comfin con especies australianas del género Hyla
que ademfs son ricas en derivados imidazdlicos., ILas especies
neotropicales del género Hyla son todas sumemente pobres de al
quilaminas, y también de peclipéptidos activos, Asimismo los
génercs neotrcpicales Cstecscephalus, Sphoenorhynchus, Pternohy-
la, Triprion, Aparasphenodon,.Trachycephalus,.Disglena, Gasirvo-
Thecs, carecen _gﬂ_ctgcamenﬁegﬁ@ auinas ¥y .poﬁp@f% 103 actIT05,
Cantidades algo apreciables de 5-HT se encuentran solamente en

The cowparison of the specif': spscirs, walitabire-gentitative

of the biogeric amines and active polypsptidss, produced by
enzyme activity in the skin, leads %o inbsresting taxonomic
conclusions on the super family Hylidse (Amphibia: Awwa), It
mist be underlinai the great apecialization. and probaliy early
origin of Phyllomedusa, in f4s vasious sections, whish is cha-
racterized by the iimited number of amiies, bui extraordinarily
varied and abundant polypeptides; in soms zasss endowsd with
powerfully hypertensive actior, and the most actlive of the clas
sical bradykinines. These charagheristics are shared in common
with some Australian spe:iss of the gevws Hyls, which are furk
hermors rich in the derived imidazoirs, The Neghtropical species
of the genus Hyla ere all exceedingly poor in alkylamines and
also active polypeptides. Likewiss ths Neotropical genera
Osteocephalus, Sphoenorhymchus, Prernoyla, Tripzion, Aparasphe-

nodon, Trachycephalus, Diagheus, and Gastrotiecs, lack pragbical

=6



“r sl zg@nes and active polypepbides, Appreciable quantitieg
o 5=Hl are found only in Angtheca corond,ga. and some forms of
the group Mf’@ s o T
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