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Resumo 

Anuros Dendrobatidae que apresentam cores brilhantes e contrastantes com o 

ambiente usam as cores para alertar seus predadores sobre sua impalatabilidade. 

Variações de metabólitos secundários em suas peles tem sido relatadas e descritas, sendo 

a maioria focado na classe dos alcaloides. Neste estudo determinamos as potenciais 

classes químicas presentes no extrato de Diclorometano/Metanol (DCM/MeOH) da 

secreção cutânea de três morfotipos de A. galactonotus: marrom, laranja e verde-limão; 

assim como determinamos se a distância geográfica e o rio Xingu tem papel importante 

nas variações dos perfis químicos dessa espécie. Utilizamos Cromatografia em Camada 

Delgada Comparativa com diferentes reagentes para determinarmos os tipos potenciais 

de substâncias por classes qúmicas. As amostras foram submetidas ao método 

espectroscópico de Ressonância Magnética Nuclear de 1H para avaliação da sua 

complexidade química. Para evidenciarmos similaridades e/ou diferenças entre perfis 

químicos das amostras, utilizamos a análise multivariada de PCA/Fuzzy e uma análise 

hierárquica de clusters. Mostramos a presença das classes químicas de terpenos, 

esteroides e alcaloides. A análise multivariada PCA/Fuzzy revelou que houve diferenças 

na quantidade de substâncias no perfil de metabólitos nos extratos, dividindo-os em dois 

agrupamentos, embora não diferindo por morfotipo de cor. Nossos resultados 

evidenciaram que a composição química da secreção cutânea em A. galactonotus não 

sofrem efeitos da distância geográfica ou barreiras aquáticas. 

 

Palavras chaves: metabólitos secundários; alcaloide; extratos de pele; anuros.  
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Abstract 

Dendrobatidae anurans presenting bright colors, contrasting with the environment 

use those colors to alert their unpalatability to possible predators. Variations on secondary 

metabolites in their skin have been reported and described, with most studies focusing on 

alkaloids. In this study, we determined the potential chemical classes present in 

dichloromethane/methanol (DCM/MeOH) cutaneous secretion extracts from three A. 

galactonotus morphotypes: brown, orange and lime-green; as well as determined whether 

geographical distances and the Xingu river play important roles in chemical profile 

variations of that species. We used Thin Layer Chromatography with different reagents 

to determine potential types of substances by their chemical classes. The samples were 

submitted to 1H Nuclear Magnetic Resonance to assess chemical profile. To show 

similarities and / or differences between chemical profiles of samples, we used 

multivariate Principal Component Analysis (PCA) / Fuzzy and hierarchical cluster 

analysis. We found the presence of terpenes, steroids and alkaloids. PCA / Fuzzy analysis 

revealed differences in the amount of substances in the metabolite profiles of extracts, 

dividing them into two groupswhich did not differ by color morphotype. Our results 

showed that chemical composition of cutaneous secretions in A. galactonotus does not 

suffer geographical distance or water barrier effects. 

 

Key words: secondary metabolites; alkaloids; skin extracts; anurans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

vi 



7 
 

Sumário 

1. Introdução_____________________________________________________8 

2. Material e Métodos______________________________________________9 

3. Resultados_____________________________________________________12 

4. Discussão______________________________________________________23 

5. Conclusão_____________________________________________________25 

6. Referência Bibliográfica_________________________________________25 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

1. Introdução 

As espécies da família Dendrobatidae são frequentemente coloridas com tons 

brilhantes de azul, vermelho, amarelo, preto, ou podem ser combinações dessas cores, 

associadas principalmente à coloração preta (Lindström 1999; Toledo e Haddad 2009). 

As espécies dessa família usam padrões brilhantes como advertência aos predadores sobre 

sua toxicidade ou impalatabilidade (Cott 1940; Endler 1991; Gamberale e Tulberg 1998, 

Silverstone 1975; Vences et al. 2000; Summers e Clough 2001; Grant et al. 2006; Maan 

e Cummings 2009). Esses animais contém uma grande variedade de substâncias tóxicas 

armazenadas em glândulas na pele (Daly 1995), que os protegem de ataques predatórios, 

microbianos e parasitários. Dentre essas substâncias estão incluídas as aminas, peptídeos, 

esteroides e alcaloides, tanto hidrofílicos quanto lipofílicos e podem ser produzidos pelo 

próprio organismo ou sequestrados da dieta a partir da ingestão de alguns artrópodes 

(Daly 2003, 2004; Weldon et al. 2006; Saporito et al. 2012).  

Os alcaloides são caracterizados por apresentarem um átomo de nitrogênio em 

uma cadeia cíclica  ̧apresentarem baixo peso molecular (100 – 900 Da) e por possuírem 

uma distribuição limitada na natureza  (Pelletier 1983). São encontrados principalmente 

em plantas, mas também foram relatados em cinco famílias de anuros: Bufonidae, 

Mantellidae, Myobatrachidae, Eleutherodactylidae e Dendrobatidae (Daly et al. 1987, 

Garraffo et al. 1993; Jones et al. 1999; Grant et al. 2006; Rodríguez et al. 2011).  

Espécies de anuros nessas famílias têm uma diversidade de alcaloides com 

variação substancial entre populações (Clark et al. 2005; Daly et al. 2008; Darst e 

Cummings 2006; Saporito et al. 2006, Saporito et al. 2007a).  As variações podem estar 

relacionadas a vários fatores, como a abundância das glândulas granulares, sexo, idade, 

tipo de habitat e localização geográfica, assim como à variação química (Patrick e Sasa 

2009; Wang 2011; Maan e Cummings 2012).  

Dentre os dendrobatídeos, Adelphobates galactonotus Steindachner (1864) é um 

sapo endêmico do Brasil, podendo ser encontrado principalmente nos estados do Pará, a 

oeste do Maranhão, norte do Mato Grosso e norte de Tocantins (Frost 2019). É colorido 

e com grande variação de cor intraespecífica, como: preto com grandes áreas laranja, 

vermelho, amarelo, azul claro, branco e creme (Hoogmoed e Avila-Pires 2012), 

apresentando cor única em cada localidade (politipismo). No estudo realizado por Rojas 

et al. 2015, não foi encontrado evidencia que as cores em A. galactonotus serviam como 

advertência contra os seus respectivos predadores, uma vez que os modelos de cor local 

foram igualmente atacados que os de cor não local e os marrons menos atacados. No 
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entanto, os experimentos foram realizados com modelos fixos (sem movimento), e nesse 

caso é esperado que a cor marrom fosse mais camuflada, e portanto, menos predada que 

cores mais contrastantes como laranja ou azul (Paluh et al. 2014). 

 Jeckel et al. (2019) mostraram através das técnicas de espectrometria de massas 

e cromatografia em fase gasosa que os morfotipos laranja e azul de A. galactonotus da 

Baía de Caxiuanã possuem alguns tipos de alcaloides, e que esses não diferem entre as 

cores azul e laranja, apesar do isolamento local. Esses resultados se mostraram contrários 

ao encontrado por Saporito et al. (2006) para duas populações de Oophaga pumilio, no 

qual os tipos de alcaloides mudam com a distância geográfica e por Lawrence et al. (2019) 

para Dendrobates tinctorius que apresentaram diferenças na composição de alcaloides 

entre os morfotipos, respectivamente. 

O rio Xingu foi considerado como uma barreira geográfica para troca gênica entre 

as populações de A. galactonotus (Rojas et al. 2019), porém não se sabe o quanto isto 

reflete a diversidade química presente no tegumento desta espécie. No estudo realizado 

por Jeckel et al. (2019) foi avaliado somente os alcaloides de dois morfotipos azul e 

laranja do lado leste do rio Xingu, em duas localidades isoladas por barreira aquática, mas 

relativamente próximas uma da outra. Dessa forma, há escassez de dados na literatura 

acerca das potenciais diferenças entre outros tipos de metabólitos secundários presentes 

em populações de A. galactonotus com diferentes padrões de cor, distância geográfica e 

clados distintos. Portanto, este estudo tem como objetivo determinar as potenciais classes 

químicas presentes na secreção cutânea de três morfotipos de A. galactonotus, morfotipos 

marrom, laranja e verde-limão, assim como determinar se a distância geográfica e o rio 

Xingu tem papel importante nas variações dos perfis químicos dessa espécie.  

 

2. Material e Métodos 

2.1 Área de estudo  

 

 Os indivíduos foram coletados no estado do Pará, Brasil. Para este estudo foram 

determinadas por nós três categorias de cores: 1- laranja, dois indivíduos com dorso 

laranja, sendo a lateral e barriga de cor preta, coletados em uma localidade no município 

de Itaituba (trilha MU2, no médio rio Tapajós -  5°59'02" S, 57°35'19" W). 2- marrom, 

dois indivíduos com dorso marrom, sendo lateral e barriga de cor laranja, coletados no 

município de Portel (igarapé Marapiranga, rio Anapú - 2°24'10.7"S, 51°14'01.4"W) e 3- 
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verde-limão, dois indivíduos com dorso verde-limão, sendo a lateral e barriga de cor 

preta, coletados no município Trairão (Sítio seu Antônio – Vicinal 24, S04º 52.895', 

W056º 09.739'). As três cores estão apresentadas na Figura 1. 

 

 

Figura 1. (A) Localização geográfica dos três locais de estudo no estado do Pará (área cinzenta), Brasil. (B) Localidades 

onde foram coletados indivíduos de Adelphobates galactonotus: 1) Município de Portel (Ponto marrom/laranja), 

igarapé Marapiranga, onde foram coletadas amostras de cor Marrom;. 2) Município de Itaituba (ponto laranja), no 

médio rio Tapajós, onde foram coletadas amostras de cor laranja; e 3) Município de Trairão (ponto verde), onde foram 

coletadas amostras de cor limão-verde. Na lateral foto dos três morfotipos. 

 

2.2 Obtenção dos extratos da pele  

Os animais foram mortos com aplicação de gel anestésico a base de benzocaína 

(Benzotop© in gel, 2%) diretamente no interior da boca dos animais, evitando assim a 

contaminação das peles, que foram retiradas imediatamente após a confirmação da morte 

dos animais, para que não houvesse penetração do anestésico pela pele e 

conversão/absorção (de Lima Barros et al., 2020 submetido). Para isso, foi realizada uma 

incisão inguinal de uma extremidade a outra do corpo dos indivíduos. As peles retiradas 

foram acondicionadas em frascos contendo metanol (100%). Posteriormente, as 

substâncias presentes nas peles dos indivíduos de A. galactonotus foram extraídas 

utilizando uma combinação de solventes, diclorometano (DCM) + metanol (MeOH), em 

uma proporção 1:1 (v/v). Essa proporção foi calculada para 1 g de pele/10 mL de solvente. 
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Analisamos as peles individualmente, por localidade, onde cada uma foi levada ao banho 

de ultrassom por 20 minutos sendo posteriormente filtrada. Esse processo foi repetido por 

três vezes e o concentrado armazenado em um único frasco. Para evaporação total dos 

solventes as amostras foram mantidas em capela por um período de 48 horas. 

 

2.3 Análises da composição química dos extratos da pele 

Os extratos foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada 

Comparativa (CCDC), empregando cromatoplacas de alumínio contendo sílica gel 60 

com indicador de fluorescência UV (marca Macherey – NAGEL – MN). A eluição das 

cromatoplacas foi realizada utilizando os solventes DCM/MeOH em uma proporção 9:1 

(v/v). Utilizamos reveladores físicos em dois comprimentos de onda (254 nm e 365 nm) 

e químicos (anisaldeído sulfúrico, 2-aminoetil difenilborinato/polietilenoglicol 

(NP/PEG), cloreto férrico, cloreto de alumínio, sulfato cérico e reagente de Dragendorff). 

Estes reveladores foram utilizados para indicar os tipos potenciais das classes químicas 

presentes nas amostras. Cada uma das amostras, solubilizadas em dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSO-d6), foi analisada pelo método espectroscópico de Ressonância 

Magnética Nuclear de 1H (RMN: Bruker model Fourier 300, magneto 300 SB 

UltraShieldTM, 7.05T, 300 MHz) para análise qualitativa da sua complexidade química. 

Seus espectros foram comparados simultaneamente para permitir a interpretação dos seus 

respectivos deslocamentos químicos, evidenciando assim a similaridade e/ou diferença 

entre as cores visualizadas, utilizando o programa TopSpin (versão 4.0.7, Bruker 

Biospin). 

 

2.4. Análise quimiométrica  

Para a quimiometria, cada extrato foi solubilizado em 650 µL de DMSO-d6 para 

obtenção dos espectros por RMN de 1H. Os espectros foram convertidos em arquivo no 

formato CSV (Comma-separated values) e criada uma matriz com os dados dos 

deslocamentos químicos e intensidade dos sinais.  

A massa dos extratos não se encontrava padronizada no momento de realizar a 

prova, no entanto, na matriz todos foram padronizados multiplicando ou dividindo para 

aparecerem com uma massa de 1,12 mg.  

As distorções de fases e bases de todos os espectros de RMN de 1H foram 

ajustadas no programa TopSpin (versão 4.0.7, Bruker Biospin). Posteriormente, para 
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avaliarmos possíveis variações entre as amostras testadas, os dados foram exportados para 

o programa R Studio version 3.3 (R Core Team, 2019), onde foram selecionadas as 

regiões de interesse sendo as demais excluídas da análise. Selecionamos um espectro para 

servir como padrão de comparação. Para evidenciarmos similaridades e/ou diferenças 

entre perfis químicos das amostras, utilizamos a análise multivariada de PCA/Fuzzy e 

para uma maior especificidade na divisão foi realizada uma análise hierárquica de clusters 

(HCA) cujo resultado foi representado num dendrograma. 

 

3. Resultados 

3.1. Análise por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) 

Através das análises dos extratos (DCM/MeOH) por CCDC foi possível detectar 

a presença de substâncias fluorescentes quando submetidos à luz ultravioleta com 

comprimento de onda 365 nm, indicando a presença de cromóforos (Figura 2). Quando 

submetidos ao reagente de Dragendorff foi detectada a presença de substâncias 

nitrogenadas em todas as amostras, representadas pela coloração laranja nas 

cromatoplacas, isso indica a presença de alcaloides (Figura 3). Do mesmo modo, houve 

reatividades com os reagentes anisaldeído e sulfato cérico em todas as amostras, 

confirmados pela presença de bandas nas cores lilás e rosa e marrom avermelhado, 

respectivamente, indicando a presença de terpenos e esteroides. Na cromatoplaca 

revelada com cloreto férrico, não houve o aparecimento de nenhuma mancha escura (tons 

de cinza e preto), indicando a ausência de substâncias fenólicas. Quando aplicado o 

cloreto de alumínio e NP/PEG, foi observada uma intensificação nas fluorescências das 

amostras, sugerindo a presença de flavonoides (Figura 3).      

 

 

Figura 2.  Perfil químico dos extratos de DCM/MeOH das peles de A. galactobotus com revelador físico da CCDC. 

Sistema de eluição DCM/MeOH 9:1. Número no topo das cromatoplacas correspondem as frequências do revelador 

físico de UV (nm). Valores nas bases das cromatoplacas correspondem as cores de cada pele. 1 e 2 = Marrom; 3 e 4 = 

Laranja; 5 e 6 = Verde-limão. 
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Figura 3. Perfil químico dos extratos de DCM/MeOH das peles de A. galactonotus com reveladores químicos. Sistema 

de eluição DCM/MeOH 9:1 Nomes no topo das cromatoplacas correspondem aos reveladores químicos utilizados por 

CCDC. Valores nas bases das cromatoplacas correspondem as cores de cada pele. 1 e 2 = Marrom; 3 e 4 = Laranja; 5 

e 6 = Verde-limão. 

 

3.2 Análise por Ressonância Magnética Nuclear de 1H  

O perfil dos extratos de DCM/MeOH (DMSO) analisados por RMN de 1H apresentaram 

semelhanças nas classes de metabólitos secundários entre os espectros das três cores testadas, 

porém variando nos tipos das substâncias presentes, uma vez que apresentaram deslocamentos 

químicos diferentes entre os espectros de cores (Figura 4). 
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Figura 4. Sobreposição dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H dos extratos DCM/MeOH dos 

indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 MHz). Espectros de baixo para cima são, 

respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, verde-limão 1 e verde-limão 2. 

 

Foi observado, em todos os espectros, a presença de sinais relativos a hidrogênios 

de metilas entre os deslocamentos 0,5 a 1,5 ppm, característicos de terpenos e esteroides 

(Figura 5). 
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Figura 5. Ampliação na região dos hidrogênios de metilas dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H dos 

extratos DCM/MeOH dos indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 MHz). Espectros de 

baixo para cima são, respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, verde-limão 1 e verde-

limão 2. 

 

Nas regiões entre 1,5 a 2,5 ppm foram observadas a presença de hidrogênios 

metilênicos e metínicos também em todos os espectros amostrados, sendo menos intensos 

na coloração laranja, e mais presentes nos extratos da coloração verde-limão (Figura 6). 
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Figura 6. Ampliação na região dos hidrogênios metilênicos e metínicos dos espectros de Ressonância Magnética 

Nuclear de 1H dos extratos DCM/MeOH dos indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 

MHz). Espectros de baixo para cima são, respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, 

verde-limão 1 e verde-limão 2. 

 

Entre as regiões de 3,0 a 4,0 ppm observamos sinais característicos de hidrogênios 

carbinólicos em todos os espectros, além de açúcares relativamente mais abundantes nas 

cores laranja e verde-limão (Figura 7).  

 

 

 

 

Lucianne19_Ag19845 DCM-MeOH_DMSO.011.001.1r.esp

3.0 2.5 2.0 1.5

Chemical Shift (ppm)

-0.20

-0.15

-0.10

-0.05

0

0.05

0.10

0.15

0.20
N

o
rm

a
liz

e
d
 I

n
te

n
s
it
y



17 
 

 

Figura 7. Ampliação na região dos hidrogênios carbinólicos dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H 

dos extratos DCM/MeOH dos indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 MHz). Espectros 

de baixo para cima são, respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, verde-limão 1 e 

verde-limão 2. 

 

Na região entre 5,0 a 6,0 ppm detectamos a presença de hidrogênios olefínicos, 

sendo sinais característicos de ligações de duplas, também relativamente mais abundantes 

nas cores laranja e verde-limão (Figura 8). 
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Figura 8. Ampliação na região dos olefínicos dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H dos extratos 

DCM/MeOH dos indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 MHz). Espectros de baixo para 

cima são, respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, verde-limão 1 e verde-limão 2. 

 

Na região de 6,9 a 8,0 ppm observa-se a presença de hidrogênios aromáticos 

(Figura 9), podendo inferir que estes sinais sejam característicos de classes como de 

alguns alcaloides, dados estes que corroboram com os dados observados nas análises de 

CCDC, quando revelados com reagente de Dragendorff. Sendo que observa-se que nas 

amostras obtidas das peles dos sapos de cor verde-limão e uma da cor laranja há dois 

sinais bastante intensos em H 8,08 e em 8,35.   
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Figura 9. Ampliação na região dos hidrogênios aromáticos dos espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H dos 

extratos DCM/MeOH dos indivíduos de A. galactonotus das cores amostradas (DMSO-d6, 300 MHz). Espectros de 

baixo para cima são, respectivamente, dos morfotipos: marrom 1, marrom 2, laranja 1, laranja 2, verde-limão 1 e verde-

limão 2. 

 

Pelas análises de Ressonância e CCDC foi possível verificar a presença das classes 

químicas de terpenos, esteroides e alcaloides em todos os morfotipos amostrados. Sendo 

que houve a detecção da presença de flavonoides em uma amostra da cor laranja.  

 

3.3. Quimiometria 

A partir das análises de projeção dos componentes principais (PCA) dos espectros 

de RMN de 1H (DMSO-d6) dos extratos das peles dos indivíduos, foi possível demostrar 

a variação entre os perfis químicos dos metabólitos secundários dos indivíduos. Nesse 

caso, os sinais analisados se encontravam entre δH 3-8,5, no entanto, foram avaliadas 

unicamente as regiões do espectro onde haviam sinais e as que não continham foram 

excluídas da análise: 4,55-4,85 e 6,25-6,96. 

A análise multivariada PCA/Fuzzy revelou que houve diferenças significativas no 

perfil de metabólitos nos extratos, dividindo-os em dois agrupamentos (Fig. 10).  O 

agrupamento 1 foi formado pelos dois indivíduos de dorso marrom, um de dorso laranja 

e outro de dorso verde-limão (pontos vermelhos) e o agrupamento 2 foi formado por um 
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indivíduo de dorso verde-limão e um indivíduo de dorso laranja (pontos verdes).   

 

Figura 10. Gráfico de ordenação de clusters PCA/Fuzzy realizado dos espectros de RMN de 1H dos extratos da pele 

de A. galactonotus, mostrando a formação de dois clusters. Cluster 1 agrupamento 1 foi formado por dois indivíduos 

de dorso marrom, um de dorso laranja e outro de dorso verde-limão (pontos vermelhos) e o agrupamento 2 foi formado 

por um indivíduo de dorso verde-limão e um indivíduo de dorso laranja (pontos verdes).  Os PC1 e PC2 explicaram 

(99,3%) da variação nos dados.  

 

A diferença entre as amostras dos dois clusters parece estar associada à 

intensidade de todos os sinais selecionados para a prova, presentes nos deslocamentos 

químicos entre H 3-4,55, 4,85-6,25 e 6,96-8,5 (Fig. 11), que reconheceram uma maior 

presença desses metabólitos nas peles dos dois indivíduos de dorso marrom, um de dorso 

laranja e outro de dorso verde-limão (cluster 1). 

Dentro dos sinais estudados se encontram hidrogênios ligados a anéis aromáticos, 

no entanto, levando a conta os resultados das CCDC onde em apenas uma amostra de 

indivíduo com a pele laranja há indício de substancias fenólicas e nas demais há ausência, 

é provável que elas pertencem aos alcaloides revelados com o reagente de Dragendorff 

nas CCDC. Isto pode ser reforçado com a presença de sinais entre 8-8,5 ppm nos espectros 

de RMN 1H das amostras. Nos espectros de RMN de 1H foi possível visualizar claramente 

as três regiões estudadas (Figura 8 e 9) em todas as amostras.  
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Figura 11. Projeção das variáveis (deslocamentos químicos) dos sinais dos espectros de RMN de 1H sobre os loadings 

das amostras. Cada número representa uma região do espectro (Anexo), todos os pontos estão localizados no lado 

direito do espectro o qual indica que todos eles afetam a localização das amostras no gráfico do PCA/Fuzzy. 

 

Nos deslocamentos químicos encontrados nos espectros das amostras das peles de 

A. galactonotus foram encontrados sinais que podem ser característicos de alcaloides do 

tipo histrionicotoxina, que já foram isolados de espécies da família Dendrobatidae 

(Tokumaya et al., 1983; Mortari et al., 2004). Para tanto, fizemos uma comparação entre 

os espectros de A. galactonotus e 3 peles (a, b, c) de espécies da família Dendrobatidae 

realizados por Tokumaya et al., 1983 representada na Figura 12. Na Figura é possível 

observar que os sinais dos alcaloides (Figura 12A) se encontram em deslocamentos 

químicos semelhantes aos dos sinais presentes no extrato bruto de A. galactonotus (Figura 

12B). 
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Figura 12. A) Espectros de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) de três peles de Dentrobatidae, demonstrando: (a) 

Histrinicotoxina 259; (b) Δ17-trans-Histrionicotoxina; (c) – Histrionicotoxina (Tokumaya et. al, 1983) em comparação 

com B que representa o espectro do extrato bruto da pele de A. galactonotus (300 MHz, DMSO-d6). 

 

Uma análise de ordenação hierárquica de cluster baseada nas regiões 

anteriormente mencionadas, de extratos das peles de A. galactonotus também revelou 

dois agrupamentos principais, da mesma forma que a análise PCA/Fuzzy realizou. E no 

cluster 2 foi possível observar outro nível de diferença do perfil químico dos indivíduos 

cor marrom e verde-limão que foram agrupados em um sub-cluster e em outro o indivíduo 

laranja (Fig. 13). 
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Figura 13. Gráfico de ordenação hierárquica de clusters (HCA) dos espectros inteiros de extratos das peles de A. 

galactonotus. 

 

4. Discussão  

Através das técnicas de Cromatografia em Camada Delgada Comparativa e 

Ressonância Magnética Nuclear de 1H determinamos a existência de alcaloides, terpenos 

e esteroides na pele das três populações de A. galactonotus.   

Muitos estudos que envolveram a variação no perfil químico da secreção cutânea 

de Dendrobatídeos buscaram apenas a classe dos alcaloides, esse direcionamento é devido 

principalmente porque os estudos estão interessados nos mecanismos de defesa utilizados 

contra os predadores desses animais (Daly et al. 2008; Saporito et al. 2010; Grant et. al 

2012; Jeckel et al. 2019). No entanto, alguns terpenos e esteroides também são relevantes, 

uma vez que protegem contra ataques de fungos e bactérias que podem ser letais para 

anuros (Cakir et al. 2004; Hantak et al. 2016). Variações com a ontogenia na quantidade 

de esteroides também já foi encontrado para Rhinela marina (Hayes et al. 2009). 

Enquanto no estudo realizado por Wabnitz et al. (2000) ficaram evidenciadas as 

diferenças na composição de macromoléculas entre os sexos dos animais para a perereca 

Litoria splendida. 

No nosso estudo, A. galactonotus não apresentou diferenças nas classes químicas 

entre os três morfotipos, porém os perfis químicos diferiram entre os individuos (Fig. 10). 

A diferença parece estar ligada nas quantidades dos metabólitos com sinais em H 3-4,55, 

4,85-6,25 e 6,96-8,5, uma vez que os sinais que os separaram, que provavelmente 

pertencem a alcaloides do tipo histrionicotoxinas que já foram isolados na espécie, são 

sinais característicos deste tipo de moléculas, conforme já foi relatado na literatura em 

estudos utilizando RMN de 1H para algumas espécies de anuro da família Dendrobatidae 
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(Tokuyama et al. 1983). Com isso, pode-se afirmar que os indivíduos marrom, o laranja 

1 e verde-limão 1 continham maior quantidade dos metabólitos com deslocamentos em 

H 3-4,55, 4,85-6,25 e 6,96-8,5 que os indivíduos laranja 2 e verde-limão 2. 

Alguns alcaloides esteroidais já foram relatados nos extratos das peles de anfíbios 

e penas de aves (Daly 2003), como a bufotoxina na família Bufonidae (Shimada et al. 

1989) e as batracotoxinas em indivíduos da família Dendrobatidae, onde algumas 

moléculas apresentam sinais de RMN de 1H similares as encontradas nos extratos do 

nosso estudo (Tokuyama et al. 1969). Portanto, isto pode ser um indício da presença 

desses metabólitos nos extratos da pele de A. galactonotus. A presença de sinais 

característicos de alcaloide esteroidal nos morfos investigados neste trabalho é 

interessante, uma vez que esses metabólitos não tinham sido relatados ainda para A. 

galactonotus, e além do mais, são bastante estudados devido ao seu alto potencial na 

fabricação de fármacos, como no caso dos encontrados na pele de anuros dos gêneros 

Phyllobates e Dendrobates e em algumas espécies vegetais. No entanto é necessário o 

isolamento do metabólito para que seja feita a estruturação e elucidação desta molécula e 

posteriormente análises para testar esta afirmação.  

Recentemente foi relatado alguns alcaloides presentes nas peles dos sapos, os 

principais foram do tipo histrionicotoxinas, a allopumiliotoxina e o 5,6,6-indolozidine 

(Jeckel et al. 2019), resultado este que corrobora com o achado no nosso estudo, uma vez 

que mostramos sinais característicos da presença de histrionicotoxinas, apesar de ter sido 

usado técnicas de investigação diferentes nos dois estudos. 

Nosso estudo e o estudo de Jeckel e colaboradores (2019) demonstrou que os 

morfotipos de A. galactonotus não sofrem efeitos da distância geográfica ou barreiras 

aquáticas na composição química. No nosso estudo, os morfos laranja 1, verde-limão 1 e 

marrom 1 e 2 tiveram perfil químico mais semelhantes entre si ao comparado com os 

morfos laranja 2 e verde-limão 2, apesar da distância entre laranja e marrom ser duas 

vezes maior que entre os morfo laranja e verde-limão. Diferindo de Oophaga pumilio 

(Saporito et al. 2006) e Dendrobates tinctorius (Lawrence et al. 2019) cuja a distância 

geográfica tiveram efeito na quantidade ou tipo de metabólicos entre populações da 

mesma espécie. Do mesmo modo ocorreu diferenças significativas no perfil químico entre 

diferentes espécies e entre as populações da mesma espécie do gênero Mantella (Daly et 

al. 2008). Aparentemente, O. pumilio, D. tinctorius, M. baroni, M. bernhardi e M. 

madagascariensis possuem maior flexibilidade no tipo de presa que consomem enquanto 
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A. galactonotus é mais seletivo, uma vez que Dendrobatídeos sequestram as substâncias 

químicas da dieta (Saporito et al. 2009, 2012). Ou por ser um clado basal, A. galactonotus 

tem o mecanismo de sequestro de substância química mais conservador que as espécies 

com história evolutiva mais recente. 

Rojas e colaboradores 2019, demostraram que o rio Xingu influenciou na história 

evolutiva de A. galactonotus, tendo dois clados situados em margens opostas do rio. 

Aparentemente essa diferença genética não ocorreu no mecanismo de sequestro de 

substância química, pois os morfotipos que estão situados em lados opostos do Rio Xingu 

(marrom x laranja e verde-limão) tiveram semelhanças no perfil químico, ficando 

separado apenas um morfotipo de cada (laranja x verde-limão) que são do mesmo lado 

do rio. Indicando que a diversificação química em A. galactonotus não segue a mesma 

velocidade que a diversificação genética, como sugerido para outras espécies (Daly et al. 

1994, 2003; Hantak et al. 2013).  

 

5. Conclusão 

Neste estudo, mostramos que os extratos de DCM/MeOH das peles de A. 

galactonotus apresentam metabólitos secundários de classes como terpenos, esteroides e 

alcaloides, variando nas quantidades de substâncias dentro de cada classe entre as cores 

testadas. No entanto, a distância geográfica e o rio Xingu como barreira não são fatores 

para a diversificação química nesta espécie, uma vez que as amostras por cada morfotipo 

se misturaram nos agrupamentos das análises. 
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