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RESUMO

Os Alcaldides Pirrolizidinicos (APs) representam uma classe de compostos
secundarios da planta com um papel Gnico nas interagbes entre plantas, insetos
herbivoros e seus inimigos naturais. A defesa quimica em mariposas da familia
Arctiidae e borboletas das sub-familias Danainae e Ithomiinae (Nymphalidae}, devido a
APs, € conhecida contra diferentes predadores vertebrados e invertebrados. A aranha
Nephiia clavipes L. (Aranae, Tetragnathidae) & um predador invertebrado muito utilizado
em bioensaios com APs, sendo que estas aranhas discriminam adultos de lthomiinae e
Danainae, liberando-os ilesos de sua teia. Neste trabalho, se testou a relagdo entre
diferentes estruturas de APs (macrociclicos e monoésteres, nas formas base livrie € N-
oxido, além da base necina, acidos nécicos e de um AP exclusivo de insetos), em
diferentes concentracfes, com sua agdo anti-predacdo. Pintinhos Gallus gallus e
aranhas Nephila clavipes foram usados como modelos de predadores em testes com
presas palataveis pinceladas com APs e de alimentacdo de adultos de lthomiinae
recem emergidos (Mechanitis polymnia) oferecidos em diferentes periodos de tempo
apoés a alimentagdo com APs. Nos bioensaios com presas pinceladas com APs, a
mistura dos macrociclicos integerrimina:senecionina foi mais efetiva contra aranhas na
forma N-oxido. Para o AP monoéster senecioilretronecina, aranhas Nephila clavipes
responderam de forma similar as presas pinceladas com a base livre ou o N-6xido. A
calimorfina, um AP exclusivo de insetos, foi mais efetiva contra predagio por Nephila
clavipes do que sua base necina retronecina, corroborando a idéia de que estes APs
sdo produzidos para maximizar a defesa contra predadores. Para todos os APs
testados, houve uma clara relagao entre a concentragao e a efetividade da resposta
anti-preda¢ao de Nephila clavipes, sendo que as concentragdes mais altas provocaram
uma maior taxa de liberagao das presas pinceladas com APs. Nao foram encontradas
diferencas nas respostas de predadores vertebrados as formas base livre e N-6xido de
APs macrociciicos e monoésteres. Mais uma vez, a retronecina néo foi eficiente contra
predacdo. As concentragbes destes APs testadas contra estes predadores nao
chegaram a provocar respostas efetivas conira predacio e, de fato, pintinhos sao
menos sensiveis a baixas concentragdes de APs do que aranhas Nephifa clavipes. Nos
ensaios com borboietas Mechanitis polymnia alimentadas em laboratério, aquelas
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ABSTRACT

Pyrrolizidine Alkaloids (PAs) are secondary plant compounds with a unique role in
the interaction between plants, herbivorous insects, and their natural enemies
relationships. The chemical defense due to PAs in Arctiidae moths and butterfiies of
sub-families Danainae and Ithomiinae (Nymphalidae) has been investigated with
regards to vertebrate and invertebrate predators. One of the most used model for PAs
bioassay is the spider Nephila clavipes L. (Aranae, Tetragnathidae) which rejects adult
Ithomiinae and Danainae, releasing then unharmed from the web. This work tested the
role of PAs chemical structure (macrocyclics and monoesters, free base and N-oxide,
necine base, necic acids and a insect-PA) and concentration in anti-predator activity.
Domestic chicks Gallus gallus and spiders Nephila clavipes were used as models in
assays with palatable prey treated with PAs. The macrocyclic PAs
integerrimine:senecionine N-oxide were more effective against spiders than its free
base. For the monoester senecioilretronecine, no differential response from the spider
was found between free base and N-oxide. Callimorphine, an exciusive insect-PA, was
more effective against Nephila clavipes predation than its necine base retronecine,
supporting the hypothesis that insect-PAs are produced to optimize the insect chemical
defense. For all PAs fested there was a clear correlation between dosage and predator
negative response in Nephila clavipes; higher concentrations generated higher prey
release. In the vertebrate predator bioassays no differences were found between free
base and N-oxide macrocyclics and monoesters PAs. As with the spider, the
retronecine was not effective against predation. The tested PAs dosages did not trigger
an effective negative response by the chicks. Domestic chicks were less sensitive to
lower PAs dosages than Nephila clavipes. In an another set of experiments, recently
emerged adults of Mechanitis polymnia (lthomiinae) were fed PAs and tested at various
time intervals after ingestion with the spider predation. Freshly emerged Mechanitis
polymnia those fed senecioilretronecine and integerrimine:senecionine were more
released by Nephila clavipes than those fed retronecine. The different responses from
vertebrate and invertebrate predators tested in this work, in relation to different PAs
structures, demonstrates the importance of PAs mixture to obtain an effective chemical
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alimentadas com senecioilretronecina e integerrimina:senecionina foram mais liberadas
por Nephila clavipes do que aquelas alimentadas com a retronecina. As diferentes
respostas de predadores vertebrados e invertebrados testados neste trabatho, em
relagdo as diferentes estruturas de APs, demonstram a importancia da mistura de APs
na obtencdo de uma defesa quimica eficiente contra diferentes tipos de predadores
potenciais. Além disto, a protecdo das presas aumenta de acordo com a concentragéo

de APs em seus tecidos.



defense against different potential predators. And the prey protection rises in

accordance with the PA concentration in theirs tissues.



introdugéo 1

i INTRODUGAO

Interagbes ecoldgicas entre plantas e insetos herbivoros sdo mediadas, em
grande parte, por substéncias quimicas da planta, conhecidas como substancias do
metabolismo secundario (SMS) (Whittaker e Feeny 1971). Estas podem ser agrupadas,
de acordo com sua rota biossintética, em derivados do écido chiquimico (compostos
fendlicos, como por exemplo, flavonéides, antocianinas, flavonas e coumarinas),
derivados do acide mevalidnico (p.ex.: mono-, sesqui- di-, e triterpenos e cardenolidas),
derivados de aminoacidos aromdticos e alifaticos (compostos nitrogenados, como por
exemplo, alcaldides e glicosideos cianogénicos), além de acidos organicos e lipideos.
Estas substancias sdo caracterizadas pelo baixo peso molecular (normalmente <3000
daltons), grande variedade estrutural (Williams ef al. 1989) e variagdo intraespecifica
(Hartmann e Dierich 1998).

SMS de plantas podem ser definidas como “compostos da pianta que nao sdo
universalmente encontrados em pilantas superiores, ou ocorrem em certos taxa em
concentragdes maiores do que em outros, e ndo séo de significancia nutricional para
insetos” (Schoohoven et al. 1998). No passado, esses compostos foram considerados
produtos de lixo metabdlico provenientes do metabolismo primario, e sem funcao
essencial para a planta, uma vez que n#o seriam usados para a formagdo de novas
células. Fraenkel (1959) argumentou que as substdncias secundarias da planta
apresentam um papel adaptativo, enfatizando o uso discriminatorio de certas plantas
por insetos e sugerindo que esta discriminagéo seria devida a presenca destes
produtos. Estas substancias agiriam, assim, como uma defesa quimica da planta
contra insetos fitéfagos em geral.

A visgo contemporénea do metabolismo secundario de plantas é determinada
pelos exemplos bem documentados de interagdes planta-patogenc e planta-herbivoro,
ou associagbes mutualisticas de plantas com outros organismos onde o metabolismo
secundario de plantas esta envoivido. Devido a este seu papel ecoldgico, substancias
secundarias foram classificadas como “infoquimicos” por Dicke e Sabelis (1988) em
uma reviséo sobre a terminofogia aplicada as SMS dentro deste contexto. Segundo
estes autores, infoquimicos sdo substancias que mediam uma interacdo entre dois

individuos, provocando uma resposta comportamental ou fisiolégica no organismo que
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as recebem (receptor), que pode ser adaptativa para este ou para ambos os individuos
incluidos na interagdo. Se o infoquimico media uma interagdo entre individuos de
mesma espécie, ele € chamado feromdnio; por outro lado, o infoquimico € chamado
aleloquimico se ele media uma interagdo entre organismos de espécies diferentes.
Aleloquimicos, por sua vez, sdo diferenciados em aloménios (um alelogquimico que &
adaptativamente favoravel ao organismo emissor mas nido ao organismo receptor),
cairomdnios {aleloquimicos que s&o adaptativamente favoraveis ao organismo receptor,
mas nAo ao organismo emissor em uma interagdo) e sinomoénios (um aleloguimico
adaptativamente favoravel 2 ambos os individuos envolvidos em uma interacao).

As interagcbes tri-troficas entre plantas, insetos herbivoros e seus inimigos
naturais sdo exemplos de interagdes mediadas por aloménios, uma vez que insetos
herbivoros adaptados podem seqiiestrar SMS de determinadas plantas, utilizando-as
para sua propria protecio quimica. Lepidopteros, por exemplo, estac envolvidos em
diversas interages tri-troficas deste tipo (Brower 1984 e referéncias ali citadas).

Ehrlich e Raven (1964) discutiram a estreita relacdo entre lepidopteros e as
substancias quimicas secundarias presentes nas plantas que estes utilizam como
alimento e sugeriram um possivel cenaric evolutivo baseado na fitoquimica.
Angiospermas, inicialmente, através de recombinagdes ou mutagdes ocasionais, devem
ter desenvolvido a capacidade de produzir uma série de compostos n&o essenciais ao
seu metabolismo basico, ou seja, SMS. Estas substancias teriam tornado a planta
toxica e impalatavel para insetos fitéfagos generalistas e, desta forma, um recurso
disponivel para aqueles insetos que, por mutagao ou recombinacio, vieram a ser
capazes de se alimentar de grupos de plantas anteriormente protegidas. Livres da
competicdo com outros insetos fitéfagos generalistas, estes insetos que ultrapassaram
a barreira quimica das plantas puderam se diversificar amplamente. SMS podem ter
passado a agir como atrativos para insetos herbivoros especializados, ou, peio menos,
como uma fonte de reconhecimenio e localizacao de espécies de plantas particulares.
Uma vez adaptados, insetos herbivoros podem ter ganho uma vantagem exira,
passando a seqiiestrar as SMS da planta, utilizando-as para sua propria defesa contra
inimigos naturais.

A defesa quimica em insetos devido as SMS obtidas de plantas € um fendmeno
bastante estudado (Brower 1984). Brower ef al. (1967) mostraram que as larvas de
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Danaus plexippus (Danainag), que se alimentam de Asclepias curassavica
(Asclepiadaceae), transferem para o adulto os glicosideos cardiacos (cardenociidas)
sequestrados de sua pianta hospedeira. Bioensaios com os aduitos de Danaus
plexippus cujas larvas foram alimentadas com Asclepias curassavica, mostraram gue
eles sdo guimicamente protegidos contra predacéo pelas aves omnivoras Cyanocitta
cristata (Corvidae). Posteriormente, Brower et al. (1968) mostraram experimentalmente
que a resposta destas aves as borboletas € condicionada pela concentragido de
cardenolidas nos tecidos destas.

Borboletas do género Euphydryas (Nymphalidae) também seqiiestram SMS de
suas plantas hospedeiras e as ufilizam para sua prépria prote¢do quimica. Estas
borboletas s&o especializadas em plantas contendo um grupo particular de SMS, os
glicosideos iridéides, que sao compostos monoterpendides encontrados em diversas
familias de plantas, como Scrophulariaceae, Piantaginaceae, Caprifoliaceae e Oleaceae
(Bowers 1983). O sequesfro de glicosideos iridbides pode proteger os insetos que os
contém de uma variedade de predadores vertebrados (Bowers 1981, Bowers e Fariey
1990) e invertebrados (Stamp 1992).

1. Alcaloides Pirrolizidinicos

Os Alcalbides Pirrolizidinicos (APs) representam uma classe de compostos
secundarios da planta com um papel Unico nas interagdes entre plantas, insetos
herbivoros e seus inimigos naturais. Eles formam um grupo diverso de
aproximadamente 360 estruturas, com ocorréncia restrita a certos taxa de plantas
superiores (Hartmann 1996, para uma revisao de APs, Matiocks 1986 e Hartmann e
Witte 1995).

O risco de saide para humanos e animais domésticos e o papel impar nas
relagbes inseto-planta s&o duas caracteristicas importantes de APs que estimuiaram
freqUentes estudos. Além disto, estes alcaldides representam um importante papel na
defesa quimica de plantas, sendo tdxicos para veriebrados (Mattocks 1986 e Culvenor
et al. 1976} e impalataveis para insetos herbivoros generalistas (Van Dam ef al. 1995).

APs sao normalmente encontrados em plantas das familias Asteraceae
(Eupatorium e Senecio), Boraginaceae (Heliotropium), Fabaceae (principalmente
Crofalaria) e Orchidaceae. Podem também ser enconirados em familias adicionais, tais
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como em Apocynaceae (4 géneros), Celastaceae (1), Rhizophoraceae (1),
Ranunculaceae (1), Santalaceae (1), Sapotaceae (2) e Convovulaceae (1) (Hartmann e
Witte 1895). Em geral, estas plantas possuem varios tipos de APs, geralmente dentro
de um mesmo grupo estrutural, e a quantidade pode variar grandemente entre e dentre
plantas individuais da mesma espécie, dependendo do seu estado fisioldgico (Boppre
1986).

Os APs sao caracterizados pela presenga de um anel pirrolizidinico (7}, um
sistema 1-azabiciclo-[3.3.0] octano, e ocorrem geralmente como ésteres, compostos de
uma base necina e um acido nécico, que podem formar monoésteres, diésteres ou
triésteres de cadeias abertas e diésteres macrociclicos — sendo que a base necina pode
apresentar ou ndo insaturagao na posicéo 1,2 (Mattocks 1986) (Figura 1). Os APs mais
freqlientemente encontrados consistem normalmente de bases necinas retronecina (3)
e heliotridina (4), sendo que a retronecina (3) aparece como o aminoalcool mais comum
em APs (Boppré 1990). Pela modificagdo da base necina e do acido nécico, uma
grande variedade de estruturas podem ser formadas.

Culvenor (1978) definiu trés tipos de APs, analisande as implicagdes
taxonémicas e filogenéticas de sua ocorréncia: a) ésteres monocarboxilicos alifaticos,
caracteristicos de Boraginaceae; b) diésteres macrociclicos, comuns em Senecioneae
(Asteraceae) e no género Crofalaria (Fabaceae); c) ésteres aril e aralquil, tipicos de
Orchidaceae. Foi adotada neste frabalho a classificacdo de Hartmann e Witte (1995},
gue sugeriram seis cafegorias de APs baseadas em implicagées taxondmicas e
biogenéticas (Figura 1). Os Tipo Senecionina (p. ex. 10) (83 estruturas) sdo APs
diésteres macrociclicos com 12 membros, derivados de ou estruturalmente préximos da
senecionina (11). Sao caracteristicos principaimente da tribo Senecioneae
(Asteraceae) e sao bem representados em Fabaceae e Boraginaceae. Os Tipo
Triangularina (p. ex. 14) (56 estruturas) sdo APs monoésteres ou diésteres com acidos
com 5C (residuos de angeloil, tigicil ou senecioil) e seus derivados hidroxilados. Sao
encontrados em Asteraceae, Boraginaceae e Fabaceae. Os Tipo Licopsamina (p. ex.
15) (109 estruturas) sdo monoésteres ou diésteres contendo como acido nécico um
acido 2-isopropilbutirico hidroxilado. Este acido C7 & o Gnico encontrado em APs.
Estes APs sido dominantes na iribo Eupatorieae (Asteraceae) e em Boraginaceae,
sendo também encontrados em algumas espécies de Apocynaceae. Os Tipo
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Monocrotalina (p. ex. 19) (33 estruturas) sao APs diésteres macrociclicos com 11
membros, com retronecina (3) como base necina e um padrio de substituicdo variavel
no acido nécico. Sao encontrados principalmente em Fabaceae (Crotalaria) e em
Senecionae e Boraginaceae. Os Tipo Faieopsina (p. ex. 20) (21 estruturas) sao
monoésteres de (-)-isoretronecanoli, lindelofidina, laburnina ou (-)}-traguelantanidina,
com aril ou aralquil, raramente alquil. Sao encontrados principalmente em Orchidaceae,
com registros em Boraginaceae e Apocynaceae. Os Tipo Lolina (p. ex. 21) (11
estruturas) sao derivados de APs 1-aminopirrolizidina, encontrados em alguns géneros
de Fabaceae e Poaceae.

APs sao sintetizados nas raizes, folhas ou caules, dependendo da familia da
planta. Em Asteraceae, por exempio, as raizes sdo 0s principais sitios de biossintese,
sendo que espécies de Senecio sintetizam APs nas raizes, mas 0s armazenam
preferencialmente nas inflorescéncias (Hartmann ef al. 1989). Em contraste, em
Heliotropium (Boraginaceae) as folhas s&o o principal sitio de sintese de APs (Birecka e
Catalmo 1882).

Em todos os estudos onde se identificou a forma genuina dos APs nas plantas, o
N-6xido (2) foi identificado como dominante, ou exclusivo, ao menos nas partes
vegetativas (Hartmann e Witte 1995). Em espécies de Senecio, os APs sdo
sintetizados exclusivamente como N-6xidos (Hartmann e Toppel 1987), que é a forma
molecular especifica para translocagéo a longa distancia, transporte dentro do vactolo
celular e armazenamento dentro do vaclolo. Insetos como besouros (Pasteels et al.
1988, Ehmke et al. 1991, Hartmann ef al. 1997, 1999), ortépteros (Biller ef al. 1994) e
iepidopteros (Ehmke ef al. 1990, Hartmann ef al. 1990, Trigo ef al 1993, 199643,
Briuckmann et al. 2000) também incorporam APs preferencialmente como N-oxidos.
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2. Alcaldides Pirrolizidinicos e insetos

Devido a sua grande atratividade para insetos especialistas, APs sdo Unicos
entre os milhares de alcaldides de planias conhecidos (Hartmann e Witte 1995).
Insetos de diversas ordens (Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera, Hemiptera,
Homoptera e Diptera) segliestram APs de plantas e os utilizam em diversas fungdes
ecologicas (Boppré 1986, Brown e Trigo 1995, Hartmann e Witte 1995, Klitzke e Trigo
2000).

Dentre os lepiddpteros, mariposas da familia Arctiidae e borboletas das sub-
familias Danainae e lthomiinae (Nymphalidae) ingerem e estocam os APs de suas
piantas de alimentac@o (Aplin ef al. 1968, Rothschild ef al. 1979, Boppré 1990, Brown
1984, 1985, 1987, Trigo et al. 1993, 1996a,b). APs podem ser adquiridos pela larva,
como em muitos Arctiidae, ou por adultos, como em Arctiidae, Danainae e Ithomiinae.
Em Ithomiinae e Danainae, os visitantes de plantas com APs s@oc quase sempre
machos (Pliske 1975a, b, Pliske et al. 1976, Trigo et al 1996a). Estes individuos
embebem APs de folhas mortas ou danificadas (Pliske 1975a, b) ou raspam, com a
prosbocide, folhas murchas, troncos, raizes ou sementes destas plantas (Boppré 1983).
Este comportamento de aquisicéo de certas substancias secundarias independente do
comportamento de alimentagdo € denominado farmacofagia (Boppré 1984, 1986 e
1890).

APs de plantas do género Senecio foram identificados primeiro em Tyria
jacobaea por Aplin et al. (1968) e em Arctia caja por Aplin e Rothschild (1972). lLarvas
do arcliideo Ufetheisa omalrix fambém utilizam plantas que sido fontes de APs
(Crofalaria), comendo preferencialmente as sementes, que possuem as maiores
concentracoes, e retendo-os nos estagios de pupa e aduito (Culvenor e Edgar 1972).
Outros arctildeos, como adultos do género Creafonotos e larvas de Hyalurga syma,
visitam fontes vegetais ricas em APs, seqiestrando e acumuiando estes alcal6ides
(Rothschild et al. 1979, Trigo ef al. 1993).

Borboletas Danainae, que se alimentam em Asclepiadaceae e contém
glicosideos cardiacos e varios outros compostos secundarios, tais como pregnenos e
acidos gimnénicos (Rotschild e Marsh 1978), também visitam fontes vegetais que
contém APs (Edgar ef al 1976b, Boppré 1986). Em lthomiinae, os géneros mais

derivados se alimentam, como larvas, em folhas de Solanaceae (sem APs), e machos



10 introducgéo

adultos adquirem APs de plantas mortas de Asteraceae (Eupatorium, Trichogonia,
Ageratum) ou Boraginaceae (Heliotropium) (Brown 1984, 1985, 1987). Kiitzke e Trigo
(2000) também observaram borboletas Ithomiinae visitando inflorescéncias de Senecio
brasiliensis (Spreng) Less. (Asteraceae, Senecioneae) no sudeste do Brasil. As fémeas
de lthomiinae provavelmente obtém APs de machos durante o acasalamento, e os
transferem para os ovos (Brown 1985, 1987).

Estes insetos especializados na incorporacdo de APs, além de serem capazes
de transformar APs terciarios na sua forma N-6xido (Ehmke ef al. 1990, von Nickisch-
Rosenegk e Wink 1993, Hartmann ef al. 1989, Briackmann et al. 2000), também podem
hidrolisar os APs ingeridos de suas plantas hospedeiras. Algumas mariposas Arctiidae
podem produzir seus préprios APs, que nao s3o normalmente encontrados em
nenhuma fonte vegetal conhecida, por "biossintese parcial” (Harimann e Witte 1995).
Em Creatonotos transiens, dois novos APs exclusivos de insetos foram isolados por
Hartmann et al. (1990), creatonotina (23) e isocreatonotina (24). Apiin ef al. (1968),
anteriormente, isolaram da pupa de Tyria jacobaea um “metabdlitc de AP’ que mais
tarde foi identificado como calimorfina (22) por Edgar ef al. (1880). Sugeriu-se que a
calimorfina (22), que ocorre em varias mariposas Arctiidae, inclusive em pequenas
quantidades em Creatonotos, seria formada pela re-esterificagédo da retronecina {3) da
planta e, desta forma, arctiideos seriam capazes de sintetizar seus proprios APs a partir
de uma base necina, originada da planta, e de um acido, sintetizado da isoleucina do
seu proprio metabolismo. Biller e Hartmann (1892) levantam duas hipoteses para a
producdo de calimorfina (22) por Tyria jacobaea: 1. calimorfina (22) seria produzida
como uma necessidade fisioldgica para transformar retronecina (3) livre em um éster
methor adequado para armazenamento seguro na pupa, € 2. calimorfina (22) seria
produzida como uma necessidade ecoldgica para reciclar retronecina (3) em um
composto com qualidades mais eficazes na defesa quimica.

Embora estas mariposas e borboletas utilizem diversas fontes de APs com
estruiuras diferentes, a principal significincia de seu seqilestro é a defesa quimica
contra inimigos naturais. Uma outra funcdo importante & a produgdo de feromodnios

sexuais em machos.
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2.1. O papel dos APs na selegio sexual de insetos

Machos de algumas espécies de lepidopteros utilizam APs como precursores de
feroménios (Boppré 1986, 1990 e Schulz 1998). APs de dieta, como a heliotrina (18),
servem como precursores do feromédnio 7-(R)-hidroxidanaidal (25) em espécies do
género Creatonotos (Schneider ef al. 1982, Boppré e Schneider 1985, Schulz ef al.
1993). Nestas mariposas, a quantidade de APs consumida pela larva ndo somente
determina a quantidade de feromonio no macho mas também o tamanho da coremata,
que € um orgéao abdominal androconial eversivel que é peculiar com respeito a seu uso
e papel no comportamento sexual (Boppré e Schneider 1985). Experimentos de
alimentacdo com APs revelaram que o tamanho da coremata estad relacionado
diretamente com a quantidade de APs ingerida pela larva (Schneider et al. 1982,
Boppré e Schneider 1985, 1989).

Os machos de borboletas Danainae também convertem os APs adquiridos
durante a alimentagdo (APs 1,2-insaturados) em feromfnios sexuais.
Desidropirrolizinas, como danaidona (27), danaidal (28) e hidroxidanaidal (25 e 26), sdo
disseminadas por suas glandulas nos pincéis de pélos, durante o véo de corte, para
elicitar receptividade na fémea (Edgar 1975, Boppré 1986). Machos de Ithomiinae
também s&o conhecidos por converter o acido nécico dos APs em desidropirrolizinas e
em uma lactona, a 2-hidroxi-2-(2-hidroxietil)-3-metil-y-butirolactona (29) isolada por
Edgar ef al. (1976a). Esta Gitima parece atuar como um feroménio de agregagio
(Boppré 1986) ou, aparentemente, como um feroménio territorial e de reconhecimento
de machos (Pliske 1975a).

APs também podem desempenhar o papel de “presente nupcial”. Machos de
Utetheisa omatrix transferem APs para as fémeas durante o acasalamento para uma
eventual incorporagéo nos ovos (Dussourd ef al. 1988, Eisner e Meinwald 1995) e para
utilizagdo em defesa da prépria fémea (Gonzalez et al. 1999).

2.2. APs como compostos de defesa para lepidépteros

Insetos herbivoros de taxa diversos desenvolveram adaptagtes que permitem
nao somente ultrapassar a barreira defensiva proporcionada por APs, mas também
sequestrar e utilizar APs para sua propria defesa. A maioria dos insetos envolvidos

com plantas contendo APs & colorida aposematicamente, muitos sao modelos de
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mimicos e varios s&o conhecidos por serem evitados por predadores potenciais (Boppré
1986).

Lepiddpteros (principalmente adulios) foram extensivamente estudados quanto a
protecdo quimica adquirida pelo seqiiestro de APs (Brower 1984). Mariposas Utetheisa
ornatrix, por exempio, séo protegidas contra predacgao por APs que a larva seqiiestra de
suas plantas hospedeiras. Os APs segliestrados protegem os ovos desta mariposa
(Dussourd 1988, Hare e Eisner 1993, Eisner ef al. 2000) (a fémea transfere parte de
seus APs para os ovos), bem como suas larvas e adultos (Eisner 1982, Eisner e Eisner
1891).

Edgar ef al. (1976b) demonstraram que a borboleta Danainae Monarca (Danaus),
além de utilizar APs como precursores de feroménios, ém a habilidade de estocar e
acumular APs. Isto parece indicar que Monarcas ganham alguma vantagem em usar
APs, que as tornam impalataveis, e tém o provavel papel de deter predadores também
nestas borboletas (Stelljes e Seiber 1990).

Outros modelos bastante utilizados nos estudos de protegao quimica de APs sao
borboletas da sub-familia ithomiinae, representadas por mais de 300 espécies em 51
géneros € 13 tribos (Drummond e Brown 1987). Estas borboletas sdo aposematicas e
constituem um modelo neotropical de borboletas impalataveis para anéis miméticos
mullerianos e batesianos, sendo protegidas quimicamente por APs e normalmente
rejeitadas por predadores veriebrados e inveriebrados (ver Brown e Trigo 1995 e
Hartmann e Witte 1995 para revisdes).

A defesa quimica nestas mariposas e borboletas, devido a APs, é conhecida
conira diferentes predadores, incluindo predadores invertebrados, tais como varias
aranhas (Eisner 1982, Brown 1984, 1985, Masters 1990, Eisner e Eisner 1981, Trigo et
al. 1993, Trigo et al. 1996a, Trigo e Chemin 1996, Orr ef al. 1996, Gonzalez 1999) e
formigas (Dussourd et al. 1988, Hare e Eisner 1993), e predadores veriebrados, como
lagartos (McLain e Shure 1985, Masters 1992) e passaros (Cardoso 1991, 1997,
Masters 1982).

Um predador invertebrado muito utilizade em bioensaios com APs € a aranha
Nephila clavipes (Aranae, Tetragnathidae). Nephila clavipes & uma aranha neotropical
comum e amplamente distribuida, encontrada em clareiras e corredores na fioresta, que

sao rota de vbo para insetos. Ela normalmente preda abelhas, vespas e pequenas
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mariposas e borboletas (Vasconcellos-Neto e Lewinsohn 1984), mas rejeita adultos de
Ithomiinae e Danainae, liberando-os ilesos de sua teia (Belt 1874, Vasconcellos-Neto e
Lewinsohn 1984). Vasconcellos-Neto e Lewinsohn (1984) sugeriram que a
discriminagao era devida a substancias quimicas presentes nestes insetos e Brown
(1984, 1985, 1987), Trigo (1988) e Masters (1992) mostraram que APs sdo
responsaveis pela liberagao de lthomiinae por Nephila clavipes. Adultos recém
emergidos {(sem APs) eram predados por Nephila clavipes, enquanto que aqueles que
consumiam APs eram liberados ilesos pelas aranhas.

Segundo Trigo (1993) e Trigo et al. (1996a) a defesa quimica contra Nephila
clavipes ndo & um simples caso “possuir APs = estar protegido”. A concentragio de
APs nos tecidos, o limiar de fome do predador e talvez a composigdo quimica da
mistura de APs devem estar envolvidos na defesa quimica desses lepidopteros. O
mesmo poderia ser observadc em relagdo a outros predadores, pois nem todas as
borboletas na natureza s&o igualmente protegidas por APs, devido provavelmente a
variacdo na quantidade de APs disponivel para serem sequestrados (Trigo e Brown
1990). Alem disto, borboletas € mariposas seqgliestram e acumulam APs de estruturas
diferentes, de acordo com a planta que visitam, o que pode determinar a efetividade da
defesa devido a potenciais de deterréncia e toxicidade diferentes em cada estrutura.
Outro fator que também poderia influir na defesa quimica destes lepidopteros é a
metabolizagao diferenciai de APs com estruturas distintas, talvez refletindo a utilizagso
preferencial de um tipo de AP (Bruckmann ef al. 2000). Entretanto, ainda nao foi
desenvolvido nenhum trabatho no sentido de testar essas hipoteses e melhor entender
a interacao tri-tréfica existente entre estes insetos que seqilestram APs de plantas e
seus predadores.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Como existem poucos trabalhos testando o papel de APs isolados na resposta
anti-predacéo, este frabalho teve como objetivo geral examinar a relagao entre a
estrutura e a concentracéo de alcaldides pirrolizidinicos e sua atividade anti-predacéo

contra predadores invertebrados e vertebrados.

Objetivos Especificos

1. Realizar bioensaios utilizando a aplicacdo tépica de diferentes APs, em
diferentes concentragdes, em um organismo palatavel, oferecendo-c a
predadores vertebrados e inveriebrados;

2. Testar a afividade e o tempo de metabolizagdo de APs realizando-se
experimentos de alimentacdo com adulios recém emergidos de Mechanitis
polymnia com diferentes estruturas de APs, oferecendo estas, apés diferentes
periodos de tempo, a predadores invertebrados.

Estes APs foram escolhidos para o estudo por representarem bem os diferentes
tipos de APs seqliestrados ou biossintetizados por lepidopteros em condi¢des naturais
e devido a sua relativa facilidade de obtencéo, seja por extracéo direta da pianta seja
por semi-sintese de rota simples em laboratério.
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MATERIAIS E METODOS

I. OBTENGCAO DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS (APs)

1. Coleta dos organismos

Folhas e inflorescéncias de Senecio brasifiensis foram coletadas na Serra do
Japi, Jundiai, Sao Paulo (23°15’S, 46°52'W)} em outubro de 1986, e armazenadas a
aproximadamente -15°C para posterior extracdo de APs.

Adultos da borboleta Mechanitis polymnia casabranca Haensch (Nymphalidae,
Ithomiinae) foram capturados no Complexo Botanico Monjolinhe (Fazenda Santa Eliza,
Instituto Agrondémico de Campinas - IAC), Campinas, Sao Paulo (22°49'S, 47°17'W) nos
meses de abril e maio de 1999. Ovos e larvas destas borboletas foram coletados na
Serra do Japi, na Mata Costa e Silva (Fazenda Santa Eliza, |IAC) e nas proximidades da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, de fevereiro a maio de 1999 e 2000,
em folhas de Sofanum tabacifolium Dunnal, S. mauritianum Scop., S. concinnum Schott
ex Sendtner ¢ S. robustum Wendi (Solanaceae).

2. Isolamento, separacao e purificacdo de alcaldides pirrolizidinicos

2.1. Fracionamento de plantas

APs macrociclicos 1,2-insaturados foram extraidos de Senecio brasiliensis
[senecionina (11), integerrimina (10) e retrorsina (12) — ver Klitzke e Trigo 2000]. Folhas
e inflorescéncias foram homogeneizadas em liquidificador com MeOH ou EtOH, na
proporgcdc de 10ml de solvente:1g do peso fresco da planta. O homogeneizado foi
filirado a vacuo, e o residuo restante extraido mais duas vezes como acima. As
solugdes metandlicas foram reunidas e evaporadas em rotavapor em pressao reduzida
a temperatura de 40°C. O residuo metandlico resultante foi recuperado em um sistema
de HCI aquoso 1N:CHCls. A fase aguosa acida foi lavada mais trés vezes com i§ual
volume de CHCIlz em funil de separacéo, para exiracao de clorofila e outras substancias
mais apolares. A fase orgénica foi reunida, seca com Na,S0O, anidro, e evaporada a
baixa presséo como acima, originando uma fragao neutra, que foi descartada. Como os

APs estéo presentes principalmente como N-Oxidos em plantas e insetos (Hartmann e
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Witte 1995), a fase aquosa &cida foi reduzida com excesso de Zn em po por trés horas,
mantendo-se o pH da reacdo proximo a 1, fransformando assim os N-Oxidos em suas
respectivas bases livres. Esta fase foi filtrada em gravidade para eliminar o excesso de
Zn, alcalinizada com um excesso de NH,OH (25%) para pH 13-14 e extraida trés vezes
com CHCls:MeOH 80:20 em funil de separagdo. As camadas organicas foram reunidas,
secas com Na,SO, anidro e evaporadas a pressao reduzida como acima, originando
uma fracéo de alcaléides totais (alcaldides terciarios + N-6xidos).

O AP macrociclico senquirquina (13) foi fornecido pelo Prof. Dr. T. Hartmann
(Institut fir Pharmazeutische Biologie, T.U. Braunschweig, Alemanha). Esse alcaldide
foi isolado de Senecio inaequidens DC pelo mesmo procedimento acima.

2.2. Fracionamento de insetos

Os adultos de borboletas Mechanitis polymnia capturados no campo, ou criados
em laboratorio (detalhes da criacdo no item 1.2 de DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE APs), foram acondicionados individuaimenie em frascos com 2mi de
MeOH. Cada individuo foi macerado em MeOH, utilizando-se um homogeneizador de
tecidos {Politron). O homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm, e o
sobrenadante retirado. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, ¢ fodo o
sobrenadante resultante foi agrupado e seco em corrente de ar. O residuo restante foi
colocado por 48 horas em estufa, a aproximadamente 60°C, para obteng¢édo do peso
seco de cada borboleta.

Para a realizagdo de analises quantitativas de APs pelo método colorimétrico
(item 2.6) o sobrenadante seco em corrente de ar foi recuperado em 2ml de MeOH.
Para os individuos capturados no campo, trés aliquotas de 100ul cada (1/20 de cada
individuo) foram usadas, enquanto que para os individuos alimentados em laboratério
foi utilizada uma aliquota com metade do volume total, pois a concentragéo de APs
individual era muito baixa e a aliquota de 100ul ndo era suficiente para detecgédo de
APs. O sobrenadante foi novamente seco em corrente de ar e o residuo resultante
recuperado em 5ml de HCI aquoso 1N. Esta solugdo acida foi tratada como acima (item
2.1.) para obtencao de uma frac@o de alcaldides totais.
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2.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a caracterizagdo dos APs e seus derivados por andlise de CCD, as fragbes
alcaloidais foram aplicadas em placas de aluminio de silica gel Fas¢ {Merck), de 0,10
mm de espessura (10x5 cm), usando-se como eluente trés sistemas diferentes. Para
APs foram utilizados como fase mével os sistemas A) CHCIz:MeOH:NH4,OH 83:14:3 e
B) CHCl3:MeOH:NH,OH 50:40:10. Para a detecgéo dos acidos nécicos foi empregado
o sistema C) benzeno:MeOH:AcOH 73:20:7. Quando se empregou os sistemas A) e B),
as placas foram secas a temperatura ambiente e os alcaldides visualizados inicialmente
em luz UVazss € em seguida revelados em cdmara de iodo por 10-20 minutos. A maioria
das substancias orgénicas presentes, ao ser revelada, apresentou coloracao marrom.
Posteriormente, o iodo foi sublimado a 100°C. Com este procedimento os APs 1,2-
insaturados sdo transformados em desidropirrolizinas, apresentandoc uma coloragéo
roxa escura (Mattocks 1967). Para APs, o Reagente de Dragendorf também pode ser
empregado na revelagdo. CCD feitas no sistema C) foram borrifadas com verde de

bromaocresol para visualizagéo dos acidos.

2.4. Cromatografia de Adsorciao em Coluna

Para o isolamento e purificagédo de APs utilizou-se cromatografia de adsorcao em
coluna. Para a mistura de APs obtida da extracdo de Senecio brasiliensis, utilizou-se
coluna de silica gel 60 (0,063-0,2 mm) (Merck) e um gradiente de CHCI; (100%) até
CHClxMeOH 94:6 como eluente. Para a purificagdo de APs obtidos por semi-sintese
em laboratdrio (item 3) utilizou-se como eluente um gradiente de CHCI; (100%) até
CHCI::MeOH:NH,OH entre 83:15:2 e 78:20:2. As coletas de fragbes das colunas foram
acompanhadas por CCD, conforme metodologia acima.

Em alguns casos utilizou-se alumina neutra (ICN Pharmaceuticals GmbH & Co.)
para a purificagio de APs separados inicialmente em colunas de silica sel. O eluente
utilizado obedeceu a um gradiente semelhante aquele utilizado nas separagbes por
silica gel.

Para a separacido da base necina do acido nécico respectivo, resultantes da
hidrolise de APs (item 3.1), utilizou-se coluna de alumina basica (JICN Pharmaceuticals
GmbH & Co.). Por este método, o acido nécico fica preso a coluna e a eluicdo com
uma solugéo de CHCIl::MeOH 30:1 resulta na base necina praticamente pura.
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2.5. Cromatografia de Troca ionica

Para a separacio dos acidos nécicos e da base necina resuitantes da hidrolise
de APs (item 3.1), empregou-se também a cromatografia de troca idnica. Uma coluna
de vidro (1,56 cm ID x 16,0 cm aliura) foi preenchida com resina de troca ibnica
fortemente acida Dowex-50WX8 (Fluka) até 8 cm de altura. Para limpar impurezas da
resina de troca idnica, a coluna foi lavada seqlenciaimente com 200mi de agua
destilada, HCI aquoso 1N, dgua destilada, NH,OH aquoso 2N, agua destilada e HC!
aquoso 1N. A amostra foi aplicada na coluna dissolvida em MeOH. A coluna foi eluida
primeiramente com MeOH, obtendo-se os &cidos, € em seguida com NH;OH
metanolico 2N, obtendo-se a base necina. As fragdes foram secas em rotavapor a
baixa pressao a temperatura de 40°C.

2.6. Colorimetria

Para a analise quantitativa de APs totais das borboletas Mechanitis polymnia
coletadas no campo ou alimentadas em iaboratério, utilizou-se o procedimento
colorimetrico descrito por Brown (1984, 1985), Trigo (1993) e Trigo et al. (1993),
modificado de Mattocks (1967, 1968) e Bingley (1968). Uma aliquota dos organismos
extraidos como acima (irés réplicas no caso das borboletas coletadas no campo e uma
para os individuos alimentados em laboratério) foi oxidada em tubos de ensaios abertos
com 0,5ml de reagente de oxidacdo (uma solugdo de 30% de H.Ox:NasP.07
0,6mi:2,5mg, diluida em MeOH 1:200) por 25 minutos & 100°C. As amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e os tragos de agua eliminados em corrente de ar.
Foram adicionados 1mi de acetato de isoamila e 100u! de anidrido acético, e as
amostras foram aguecidas a 100°C por dois minutos, com os tubos de ensaio fechados
para se evitar a contaminagdo por agua. As amostras foram novamente resfriadas a
temperatura ambiente e tratadas com 1ml de reagente de Ehrlich modificado, preparado
na hora (8ml de BFs; metandlico 20% + 72ml de EtOH + 14 g de
dimetilaminobenzaldeide). As amostras foram aquecidas a 60°C por 5 minutos como
acima, resfriadas a temperatura ambiente e diluidas em 4m} de EtOH. A absorbancia
das amostras foi lida em 561 nm em um espectrofotometro (Spectronic Genesys 5 —
Milton Roy). Para a analise colorimétrica de APs presentes nos capilares utilizados na
alimentagdo dos adultos de Mechanitis polymnia (item 1.2 de DETERMINACAO DA
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ATIVIDADE BIOLOGI{.‘,A DE APs) foi seguido o mesmo procedimento, utilizando-se o
volume total de solvente.

A conceniracdo de APs das borboletas capturadas no campo foi determinada por
uma curva padrdc baseada na mistura integerrimina:senecionina (10 e 11), embora
essas borboletas apresentassem na sua fotalidade uma mistura de
licopsamina:iniermedina (ﬁ e 16) (Brown 1984, 1985, Trigo 1993). A mistura
integerrimina:senecionina (10 e 11) foi utilizada para a montagem da curva de
calibragao devido a impossibilidade de se obter a mesma mistura dos APs presentes
nos lepidopteros. Para borboletas alimentadas em laboratério, utilizou-se curvas
padroes baseadas em cada AP especifico [integerrimina:senecionina (10 e 11), 9-0-

senecioilretronecina (14) e retronecina (3)].
3. Semi-sintese de alcaldides pirrolizidinicos

3.1. Obtengdo da retronecina (3) e dos acidos nécicos respectivos (6 e 7)

A base necina e os acidos nécicos utilizados nos bioensaios com predadores
foram obtidos pela hidrdlise da fragéo alcaloidal de Senecio brasiliensis contendo a
mistura de integerrimina:senecionina (10 e 11) (item 2.1). Um equivalente desta fragéo
foi hidrolisado em solugdo aquosa de 1,2 equivalentes de hidréxido de bario [~ 15mg de
amostra)/18mg Ba(OH)..8H,0] e a solugao mantida em refluxo por duas horas (Nishida
et al. 1991). O hidréxido de bério foi precipitado com COz € a sciugéo resultante foi
filtrada e evaporada em presséo reduzida a temperatura de 80°C. A hidrélise foi
acompanhada por CCD [item 2.3 - fase mével B)]. Para isolar a base necina dos acidos
nécicos respectivos foi utilizado o método de cromatografia de adsorcéo em coluna de
alumina basica (item 2.4), descartando-se os acidos nécicos, ou de cromatografia de
troca idnica (item 2.5), obtendo-se também os respectivos acidos. A base necina foi
recolunada separadamente em coluna cromatografica de alumina neutra para retirada
de todas as impurezas da amostra. A retronecina (3) e a mistura dos acidos
integerriminico (6) e senécico (7) foram cristalizados, separadamente, em éter etilico.
Os acidos integerriminico e senécico (6 e 7) foram esterificados com um excesso de

diazometano para analise posterior por CG-EM (item 4.1).
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3.2. Sintese da 9-O-senecioilretronecina (14)

Para a sintese da 9-O-senecioilretronecina (14), a uma amostra de 1,0
equivalente de retronecina (3) mais uma quantidade catalitca de DMAP
(dimetilaminopiridina) dissolvidos em CHClI; anidro, foi adicionada outra solugdo de 2,0
equivalentes de acido senecidico () mais 1,5 equivalentes de DCC
(diciclohexilcarbodiimida), tambem dissolvidos em CHCI; anidro. A solugio resuitante
foi deixada em agitacdo a temperatura ambiente, sob fluxo continuo de Na, por 48
horas. A reacgdo foi acompanhada por analise de CCD [fase movel A)]. Apds esse
tempo toda a retronecina (3) foi consumida, e a reagéo foi parada acrescentando-se
HCt aquosc 1N a solugéo, que foi extraida trés vezes com CHCIs. O derivado de DCC
(DHU — diciclohexilureia) ficou todo retido na fase cloroférmica. A fase aquosa acida foi
alcalinizada com NH4OH (25%) e extraida cinco vezes com CHClz. A fase cloroférmica
foi seca com NaSQ, anidro e o solvente evaporado sob baixa presséo para obtencéo da
9-O-senecioilretronecina (14). Para a purificagdo da 9-O-senecioilretronecina (14) foi
empregada, primeiramente, uma coluna de adsorgao de silica gel (item 2.4) e, em
seguida, uma coluna de adsorgdo de média pressado (utilizando-se como fase
estacionaria silica de placa — silica gel P Fasq 5-40 uM da Merck). Como ainda
restavam alguns contaminantes na amostra de 9-O-senecioilretronecina (14), esta foi
passada por uma coluna de alumina basica. O AP comegou a sair puro da coluna
quando o eluente estava na proporcdao de 30:1 CHCla:MeOH. A eluigao foi
acompanhada por placas de CCD no sistema de sclvente A).

3.3. Sintese da calimorfina (22)

3.3.1. Sintese do acido (%)-2-acetoxi-2-metil butandico (8)

O acido (+)-2-hidroxi-2-metil butandico (Aldrich) foi refluxado em cloreto de acetila
por 12 horas (aproximadamente 1 g de acido:5ml de cloreto de acetila). A acetilagéo foi
acompanhada por placa de CCD com fase movel C) (item 2.3). Apods o refluxo, foi
acrescentada agua destilada vagarosamente e a solugdo foi extraida trés vezes com
CHCl;. A solugdo cloroférmica final foi seca com Na;SO, anidro e posteriormente
evaporada sob baixa pressdo para a obten¢ac do acido (+)-2-acetéxi-2-metil butandico (8)
(acido calimorfinico) (metodologia segundo Trigo 1993).
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3.3.2. Sintese do 9-O-RS-2-acetil, 2-metil butanoato de retronecina —
calimorfina (22)
Para a sintese da calimorfina (22) foi empregada a mesma metodologia do item
3.2, utiizando-se 1,5 equivalentes do acido (£)-2-acetodxi-2-metil butandico {8). Para retirar
impurezas da amostra de calimorfina (22) foi feita uma coluna de alumina neutra (item
24). O AP comega a sair desta coluna com o eluente na proporcdc 80:20 de
CHCI3:MeOH.

3.4. N-oxidagédo de APs

Para o processo de N-oxidagdo de APs e seus derivados, foi utilizado 1,0
equivalente do alcaldide e 1,2 equivalentes de acido metacloroperbenzdico diluidos em
CHCI; e mantidos em banho de gelo. A solugéo foi colocada em agitagéo por trés
horas, deixando que atingisse a temperatura ambiente (Zalkow et al. 1985). Para
confirmar a N-oxidagao total dos APs foram feitas analises de CCD no sistema A) (item
2.3). Para purificar os APs N-dxidos foi feita uma coluna cromatografica em alumina
basica (item 2.4). Com esse método, o residuo acido fica retido na coluna e a eluigao
com CHCls:MeOH, em proporgoes cada vez maiores de MeOH, elui o alcaldide da
coluna. As fragbes foram recuperadas e secas em rotavapor sob pressao reduzida a
temperatura de 40°C.
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4, instrumental

4.1. Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa (CG-EM)

As amostras das fragbes alcaloidais foram diluidas em MeOH e analisadas por
cromatografia gasosa-espectrometria de massas em um Cromatdgrafo Gasoso GC
Hewlett Packard Série 6890 acoplado a um Detector de Massa Hewlett Packard Série
5973, equipado com uma coluna de silica fundida capilar (HP-5MS 5%-fenil 95%-
metilsiloxano, 30mx250umx0,25u). Condigdes do GC-EM: temperatura de injegéo:
250°C; programas de temperatura: 70-300°C, 4°C/min ou 150-300°C, 4°C/min;
temperatura da linha de transferéncia: 280°C; fluxo do gas de arraste (He). 1ml/min;
tipos de injecéo: “split’, “splitless” ou “pulsed splitless”, utilizados segundo a
concentragac da amostra a ser injetada.

A caracterizacdo dos APs foi feita através dos seus padroes de fragmentagio de
massa (Trigo 1993) e dos indices de Retencao (IRs) (Witte et al. 1993 para uma
discusséo sobre esse tipo de caracterizagdo). Os IRs foram calculados através da co-
injecdo com n-alcanos (van den Dool e Kratz 1963), seguindo a seguinte formula:

IR = {(Te-Ten1)i(Cn-Cn-1).- 100 Ten- Ton1}3+100. Coq, onde:

Ts: Tempo de reten¢ao da substéncia analisada

Ten: Tempo de retengéo do n-alcano que elui apés a substancia analisada
Ten: Tempo de retengéo do n-alcano que elui antes da substéncia analisada
Cy: n-alcano que elui apods a substancia analisada

Cn.1: n-alcano que elui antes da substancia anatisada.

4.2. Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Os APs foram analisados por RMN para confirmacao de sua estrutura e pureza.
Foram feitas espectroscopias unidimensionais de "H e **C, nos espectrémetros Brucker
AM 300, Gemini-3008B e INOVA500, além de espectroscopia bidimensional de
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COSY', DEPT? HETCOR?, e HSQC* (detalhes dos métodos em Silverstein et al. 1994
e Homans 1995). Os solventes utilizados foram o CDCl; e D;0, conforme o AP a ser
analisado, e TMS foi usado como referencial. Os deslocamentos quimicos (8) foram

indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

' COSY = Espectroscopia de Correlagao. Fornece um espectro 2-D a partir do qual
todas as correlagées 'H-'H podem ser determinadas;

2 DEPT = Intensificagao do sinal sem distorgdo por transferéncia de polarizagao.
Fornece o nimero de atomos de 'H diretamente ligados a cada atomo de "*C em um
espectro de *°C;

3 HETCOR = Correlagdo de deslocamento quimico heteronuclear (Heteronuclear shift
correlation spectroscopy). Correlaciona os deslocamentos quimicos de um espectro de
um nlcleo sensivel ('H) com os deslocamentos de um espectro de um nlcleo
insensivel (**C). Neste caso, mostra os 'H que estdo indiretamente ligados a cada *C;
* HSQC = Correlagéo heteronuclear inversa (Heteronuclear single-quantum coherence)

com detecgdo de 'H, X, neste caso, X=""C.
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Il. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE APs

; A Bioensaios com a aranha Nephila clavipes

Os bioensaios com a aranha Nephila clavipes foram realizados no Complexo
Botanico Monjolinho e na Serra do Japi, entre os meses de fevereiro e maio de 1998,
1999 e 2000, época em que as aranhas eram abundantes e apresentavam um tamanho
apropriado para os ensaios. Todos os ensaios foram realizados no periodo entre 09h00
e 16h00. Aranhas fémeas saudaveis, com teias em bom estado, foram utilizadas nos
bioensaios. Aranhas que ja estavam se alimentando nao foram utilizadas, e cada
individuo foi testado uma tnica vez no mesmo dia. Nao foi feito controle de saciacao
nas aranhas testadas, ou seja, ndo se ofereceu anteriormente uma presa controle para
que se pudesse determinar quanto e ha quanto tempo cada aranha teria comido. O
risco de uma aranha desprezar uma presa com AP por estar saciada foi controlado pelo
oferecimento de uma segunda presa palatavel controle.

O comportamento de predagdo em Nephila clavipes é bastante conspicuo.
Quando uma presa cai na teia, a aranha se desloca rapidamente do ponto de descanso
no centro desta para préximo da presa, passando a toca-la com os primeiros pares de
patas, queliceras e pedipalpos. Se a presa € palatavel, a aranha injeta veneno para
paralisa-la, envolve-a com fios de seda e a carrega para o centro da teia, onde comega
a suga-la (Robinson e Mirick 1971). Se ap6s a inspecao inicial com as patas e os
pedipalpos a aranha recusa a presa, a teia ao redor desta € cortada e a presa
geralmente é liberada ilesa (Vasconcellos-Neto e Lewinsohn 1984).

As respostas de Nephila clavipes as presas oferecidas nos ensaios foram
categorizadas em predagdo e liberagdo [segundo Robinson e Mirick (1971) e
Vasconcellos-Neto e Lewinsohn (1984)]. Considerou-se também como predagéo o
comportamento da aranha de injetar veneno na presa, mesmo se apos este primeiro
contato a aranha a desprezasse, uma resposta definida como ‘“rejeigao” por
Vasconcellos-Neto e Lewinsohn (1984). Bioensaios em que a resposta da aranha

diferiu da predacéo ou liberagdo da presa nao foram considerados.

1.1. Bioensaios com aplicagio topica em organismos palataveis

Os APs a serem testados foram aplicados topicamente em presas palataveis,
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abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera, Apidae), coletadas na regiao de Betel, Paulinia,
Sio0 Paulo, e nas proximidades de Campinas. A palatabilidade das abelhas €&
confirmada pelo fato de que estes insetos sdo aceitos pelas aranhas sem qualquer
reacdo negativa em condigbes naturais. As abelhas foram mortas por congelamento (-
15°C) e, no dia anterior aos ensaios, retiradas do congelador e suas asas cortadas.

Os APs senquirquina (13), uma mistura de integerrimina:senecionina (10 e 11),
nas formas base livre e N-0xido, retronecina (3), 9-O-senecioilretronecina (14), ambos
nas formas base livre e N-6xido, uma mistura dos acidos integerriminico (6) e senécico
(7) e calimorfina base livre (22) foram utilizados no ensaios. Estes APs foram testados
em sete concentracoes diferentes: 6,50x10, 2,61x107%, 1,04x107, 4,18x102, 1,67x10™,
6.68x10" e 2,67 pmoles/abelha (equivalentes a 3,82x107, 1,54x10%,  6,14x10™
2.46x10°, 9,82 x10°, 3,93 x10? e 1,57 x10" pmoles/mg do peso seco das abelhas)
(Apéndice 1) dissolvidos em 10ul de MeOH. Estas concentragoes foram baseadas em
Trigo e Chemin (1996) que consideraram a quantidade média de licopsamina (15)
presente em Mechanitis polymnia, aproximadamente 200 pg (que equivale a 6,68x10"
umoles deste AP), como a quantidade média de APs a ser aplicada em presas
palataveis. As demais quantidades foram calculadas em escala geométrica de razéo 4.
O peso seco médio das abelhas foi estimado para o calculo das concentracbes de
umoles/mg (aproximadamente 17 mg, n=30).

A solugédo metandlica de APs foi aplicada na superficie das abelhas, e 0 solvente
seco em corrente de ar. Uma abelha tratada topicamente com alcaloide foi oferecida a
Nephila clavipes e a resposta da aranha (predar ou liberar) foi anotada. Neste caso,
quando uma aranha predava uma abelha tratada com alcaldide, o teste estava
concluido. Se a aranha liberasse esta abelha, outra abelha tratada com 10ul de MeOH
puro, seco em corrente de ar, era imediatamente oferecida, e o experimento era

considerado valido se a aranha predasse essa segunda abelha controle (Figura 2).
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Figura 2. Bioensaios com Nephila clavipes utilizando-se aplicagdo topica de APs em
presas palataveis (abelhas). A. quando se joga a presa na teia de Nephila clavipes, a
aranha toca a mesma com 0s primeiros pares de patas, com 0O pedipalpo e as
queliceras; B. se a presa é palatavel, a aranha injeta veneno e passa a enrola-la; C.
depois come a presa, sugando-a; D. se a presa & desagradavel, a teia & cortada ao

redor da presa e a mesma é descartada.
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1.2. Tempo de metabolizagdo e atividade de APs - alimentagao de adultos

recém emergidos de Mechanitis polymnia

Desovas e larvas de Mechanitis polymnia coletadas nas éareas descritas
anteriormente foram colocadas separadamente em potes de criagdo e armazenados em
camaras de criagdo com 12 horas de luz a 27°C (+1°C) e 12 horas de escuro a 18°C
(+1°C), com umidade controlada aproximada de 70% (£10%). Os potes, limpos
diariamente, foram providos com folhas frescas de Solanum tabacifolium coletadas nas
vizinhancas da UNICAMP até a formacao da pupa, aproximadamente 20 dias apos a
eclosao dos ovos.

Machos recém emergidos da pupa (sem APs, dado que a familia Solanaceae
nao possui esse tipo de alcaldide — Brown 1984) foram alimentados com os alcaldides
integerrimina:senecionina (10 e 11), 9-O-senecioilretronecina (14) e retronecina (3),
todos na forma base livre, nas concentracdes de 2,61x10°, 4,18x107, 6,68x10™
umoles/3ul de MeOH. Estas concentragbes foram as mesmas utilizadas no ensaios
com presas palataveis, em pmoles/presa. A solugdo metandlica foi colocada em um
microcapilar fechado em uma das extremidades, e o solvente seco em corrente de ar.
Cinco microlitros de uma solucao de 50% de sacarose foram acrescentados no capilar e
cada borboleta foi alimentada individualmente (Figura 3). Todos os capilares foram
armazenados, individualmente, em 2ml de MeOH para serem submetidos a analise
colorimétrica para a determinagdo da quantidade de AP que restava do oferecido as
borboletas. Cada um dos machos de Mechanitis polymnia foi individualizado com um
cddigo Unico com caneta Pilot na asa anterior. Nos tempos 0, 6, e 24 horas ap0s a
ingestao total da solugdo de APs, as borboletas foram congeladas a -15°C para serem
testadas posteriormente com Nephila clavipes. Ensaios preliminares com estas
aranhas, utilizando-se borboletas Mechanitis polymnia capturadas no campo e mantidas
em congelador por 10 dias (n=10), confirmaram que o comportamento predatorio da
aranha nao é alterado pelo congelamento das presas.

Os bioensaios com Nephila clavipes foram realizados como apresentado no item
1.1 (Figura 4). Borboletas recéem emergidas, sem APs, alimentadas somente com a
solucdo de sacarose, e mortas por congelamento, foram utilizadas como controle.
Tanto as borboletas predadas como as liberadas foram coletadas imediatamente apoés

os bioensaios e armazenadas em 2ml de MeOH para analises quimicas posteriores.



28 Materiais e Métodos

Figura 3. Alimentagcdo de um individuo macho de Mechanitis polymnia com APs. No

detalhe, o capilar utilizado na alimentacéo das borboletas.
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Figura 4. Bioensaios com Nephila clavipes utilizando-se borboletas Mechanitis
polymnia alimentadas com APs. A. Quando uma borboleta cai na teia, a aranha
imediatamente se desloca do centro desta em direcao a presa, tocando-a com 0s
pedipalpos e os primeiros pares de patas, B. se a aranha aceita a presa, ela injeta o
veneno, a carrega para o centro da teia e passa a enrola-la com as patas traseiras; C.

se a presa é rejeitada, ela é cortada da teia pela aranha e D. jogada para fora.
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1.3. Bioensaios com borboletas Mechanitis polymnia capturadas no campo

Para a determinacao da resposta de aranhas Nephila clavipes em relagao a
quantidade de APs presentes em Mechanitis polymnia capturadas no campo, adultos
desta borboleta foram capturados na mesma area dos bioensaios e separados em
machos (n=20) e fémeas (n=20). Nos ensaios, uma borboleta foi oferecida a Nephila
clavipes e a resposta da aranha (predar ou liberar) foi anotada. Se uma aranha
predava esta borboleta, o teste estava concluido. Se a aranha liberasse a borboleta,
outra Mechanitis polymnia sem alcaldides, criada em laboratério (item 1.2.), era
imediatamente oferecida, e o experimento era considerado valido se a aranha predasse
essa segunda borboleta. Todas as borboletas foram recapturadas apos os ensaios e

armazenadas em frascos com 2ml de MeOH para analises quimicas posteriores.

P Bioensaios com pintinhos Gallus gallus

Pintinhos machos Gallus gallus L. (Galiformes, Phasianidae), variedade
comercial “Hy line”, de uma a duas semanas de vida, foram utilizados nos experimentos
com predadores vertebrados. Estes pintinhos foram fornecidos pela granja
Agrogenética de Campinas, e trazidos para o laboratério com algumas horas de vida.
Os individuos foram criados até a idade dos ensaios em uma gaiola coletiva (80x80x80
cm) forrada com jornal, quando entdo eram transferidos para gaiolas individuais de
25x25x30 cm, onde foram realizados os ensaios. As gaiolas encontravam-se em uma
sala isolada, com iluminagdo natural e temperatura ambiente, e foram separadas entre
si com folhas de jornal para evitar contato visual entre as aves. A alimentacao constou
de agua e ragao de farelo de milho, que eram trocados diariamente, bem como o jornal
que revestia o chéo de cada gaiola. Uma hora antes do inicio de cada sessao
experimental, todo o alimento disponivel era retirado e o chao da gaiola limpo.

Como modelos de presas palataveis, utilizaram-se larvas de terceiro estadio de
Chrysomya putoria Wiedemann (Diptera: Calliphoridae) obtidas no Departamento de
Parasitologia (IB, UNICAMP). Abelhas nao foram utilizadas como presas palataveis
nestes bioensaios porque os pintinhos ndo conseguiram comé-las nos ensaios
preliminares. Larvas de dipteros foram escolhidas por sua disponibilidade e por terem
sido bem aceitas pelos pintinhos. Para que estes se acostumassem com organismos

vivos, foram oferecidas larvas de Chrysomya putoria nos dois dias anteriores aos
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ensaios, da mesma forma em que as presas seriam oferecidas durante os
experimentos. Os ensaios foram realizados sempre no periodo da tarde, das 12h00 as
16h00. Cada pintinho foi testado no maximo duas vezes, com pelo menos trés dias de
intervalo entre os ensaios, e com alcaldides de estruturas diferentes.

As respostas dos pintinhos nos ensaios seguiram a mesma classificagdo
determinada para os ensaios com Nephila clavipes, ou seja, predagdo ou liberagéo das
presas oferecidas. Se o pintinho engolisse a presa inteira, esta era considerada
predada. Se este bicava a presa uma ou varias vezes, sem no entanto engoli-la, esta
era considerada liberada. Neste caso, os pintinhos apresentaram muitas vezes um
comportamento de limpar os bicos, o que foi considerado mais um sinal de rejei¢ao as

presas (Figura 5).

2.1. Bioensaios com aplicagao topica em organismos palataveis
2.1.1. Experimentos com um tnico oferecimento

Os alcaldides foram aplicados topicamente nas larvas vivas de Chrysomya
putoria. Concentragbes conhecidas da mistura dos APs integerrimina:senecionina (10 e
11), do AP 9-O-senecioilretronecina (14) e da retronecina (3), todos nas formas base
livie e N-6xido (8,35x10, 3,30x10™" e 1,32 pmoles/larva ou 9,82x103, 3.39 x102 e
1,55x10™" pmoles/mg do peso seco corpéreo da larva), foram dissolvidos em 5ul de
MeOH e aplicadas na superficie das larvas e o solvente imediatamente seco em
corrente de ar. Estas concentragbes foram as mesmas utilizadas nos ensaios com
Nephila clavipes em pg/mg do peso seco da presa, considerando-se o peso seco médio
das larvas de Chrysomya putoria para o calculo desta concentracéo (aproximadamente
8,5 mg, n=30).

Os ensaios seguiram o seguinte procedimento (baseado em Begossi 1984): foi
oferecida inicialmente uma larva controle tratada com 5ul de MeOH, seco em corrente
de ar, em um recipiente de fundo branco, com o menor contato possivel com os
individuos a serem testados. Cada oferecimento durava no maximo 5 minutos,
terminando antes se a ave ingerisse a presa; as observagbes foram feitas a uma
distancia media de 1 m. Se o pintinho comesse esta larva controle, apos
aproximadamente 5 minutos era oferecida uma larva tratada com o alcaldide a ser

testado e a resposta do pintinho anotada. Em seguida, era oferecida uma segunda
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larva controle tratada com 5ul de MeOH. O experimento era considerado valido se o

individuo comesse este segundo controle. Cada concentragao foi testada 20 vezes.

2.1.2. Experimentos com oferecimentos seqiienciais

Para testar se pintinhos passariam a evitar presas tratadas com APs apoés
contatos anteriores com o alcaldide, foram realizados experimentos de oferecimento
sequencial de presas controles e presas tratadas com APs. As respostas dos pintinhos
foram divididas em quatro categorias (Figura 5): 1. comeu (C), quando o individuo
engolia a presa inteira, mesmo apoés varias tentativas; 2. bicou e soltou morta (BM),
quando o individuo fazia varias tentativas de engolir a presa, matando-a, mas
rejeitando-a ao final; 3. bicou e soltou viva (BS), quando o individuo bicava varias vezes
a presa na tentativa de engoli-la, e apés algum tempo deixava-a de lado, viva; 4. nao
tocou (NT), quando apés 5 minutos de observacdao o individuo nao tocava a presa
oferecida. Larvas de Chrysomya putoria foram utilizadas como modelos de presas
palataveis, e os APs utilizados foram os mesmos testados nos bioensaios anteriores,
todos oferecidos na maior concentragdo, 1,32 umoles/presa (1,55x10™ pymoles/mg do
peso seco corporeo da larva). Os pintinhos utilizados nestes experimentos contavam
com trés semanas de vida.

O experimento seguiu o seguinte procedimento: inicialmente, foi oferecida uma
presa controle, tratada com 5ul de MeOH seco em corrente de ar, e a resposta do
pintinho, apés 5 minutos de observacdo, anotada. Na seqiiéncia, foi oferecida uma
presa tratada com 5pul da solugdo metandlica do AP a ser testado, e mais uma vez,
apos 5 minutos, a resposta do individuo anotada. No total, foram oferecidos um
maximo de seis presas controle e cinco presas tratadas com APs, intercaladamente, e a
resposta a cada presa individual anotada. Se o pintinho parava de tocar as presas
oferecidas, inclusive o controle, o experimento era encerrado. Pintinhos que
apresentaram um comportamento diferente de Comeu (C), em relagao as presas

controles, nao foram considerados nos oferecimentos seguintes.
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Figura 5. Bioensaios com Gallus gallus utilizando-se aplicagdo tépica de APs em
presas palataveis (larvas do diptero Chrysomya putoria). A. Quando se oferece a presa
para o pintinho, ele imediatamente ataca a larva de Chrysomya putoria — resposta:
comeu; B. se a larva é desagradavel, o pintinho solta a presa apés o primeiro contato.
Este comportamento pode se repetir diversas vezes até que o individuo coma a presa
(comeu), ou deixe-a de lado (bicou e soltou morta ou bicou e soltou viva); C. muitas
vezes, os pintinhos limpam o bico apds o contato com uma presa tratada com AP: D.
apos alguns contatos com larvas de Chrysomya putoria tratadas com AP, o individuo

nao toca mais as presas oferecidas.
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3. Analises estatisticas

3.1. Comparacgio da efetividade de APs de estruturas diferentes

Para se comparar a efetividade das diferentes estruturas de APs na acao anti-
predacao contra Nephila clavipes, as porcentagens de liberagéo das presas pinceladas
com APs. obtidas nos bioensaios com estas aranhas para cada concentragdo, foram
transformadas em probite para o calculo da Dose de Liberagao 50 (DLibso), ou seja, a
dose de AP onde teoricamente 50% das presas oferecidas a Nephila clavipes seriam
liberadas ilesas, e as concentragées transformadas em log (Finney 1971, Piedrabuena
1975, Haddad 1986). A probite da porcentagem de liberacdo pode ser obtida
manualmente na tabela de Fisher e Yates (1963), onde o probite correspondente a uma
dada porcentagem é o afastamento normal (acrescido de 5 para evitar valores
negativos) para o qual a probabilidade (unicaudal) é igual a esta porcentagem. Neste
método, admite-se que a regresséo logaritmica da dose e efeito em probites seja linear
(Priedrabuena 1975), e a DLibsg pode, entdo, ser calculada atraves da equagéo da reta
de regressao de cada AP, onde y=5, ou seja, porcentagem de liberagao igual a 50%, e
x o log da concentragdo onde 50% das presas seriam liberadas. Calculando-se o
antilog de x na base 10, obtém-se a concentragao em pmoles/mg para cada AP (ver
detalhes dos calculos no Apéndice 2).

As retas de regressao obtidas pela analise de probites foram comparadas entre
si por Analise de Covariancia (ANCOVA) (Sokal e Rohlf 1995). Uma premissa da
ANCOVA ¢ a linearidade da resposta em relagéo a variavel independente, uma vez que
a ANCOVA é baseada em um modelo linear. No caso da andlise de probite, a
regressao é obtida pelo melhor ajuste ao modelo linear, ja que este &€ um pré-requisito
do calculo da DLibsy Desta forma, ndo foi preciso testar a linearidade das respostas
a0s diferentes APs. Uma das propostas da ANCOVA e revelar relagbes causais € 0
seu principal teste de significancia € um teste de homogeneidade dos interceptos de y,
a;, para todos os grupos. Por este motivo, a ANCOVA requer que as retas de regressao
de todos os tratamentos tenham a mesma inclinagao, o que pode ser testado por uma
Analise de Variancia (ANOVA). Neste teste, o resultado de interesse € o valor de p
para o tratamento (tipo de AP) vs X (concentragdo). Se este valor € nao significativo, as

retas apresentam a mesma inclinagao (sao paralelas), e pode-se empregar a ANCOVA
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para testar diferengas entre os tratamentos. O valor de interesse na ANCOVA & o pdo
tratamento (tipo de AP). Se este for igual ou menor do que 0,05, ha diferengas entre as
medias de cada reta e um efeito significativo do tratamento. Para determinar diferencas
par a par entre os APs foi aplicado um teste a posteriori de Tukey (Sokal e Rohif 1995).

Para se comparar a efetividade da base livre e do N-6xido do AP macrociclico
integerrimina:senecionina (1@ e 11) contra Gallus gallus foi aplicado um Teste de
Independéncia G. Este teste foi utilizado somente na maior concentragdo, uma vez que
as demais concentragdes apresentaram nimeros idénticos de liberagao e predacao. A
hipdtese nula assumida nesse feste foi que a proporcao de liberacac e predacdo é
independente da forma do AP iestada.

3.2. Efeito da concentracao sobre a resposta

Para se testar o efeito da conceniragao de APs sobre a resposta das aranhas e
dos pintinhos as presas empregou-se uma analise de regressao logistica (Hosmer e
Lemeshow 1989). Esta analise ndo compara as respostas em diferentes
concentragdes, mas fornece uma evidéncia de que o modelo de uma determinada
variavel x explica uma variavel y. Diferente da regresséo linear, na regressao logistica
a variavel de resposta € binaria ou dicotdmica e, neste caso, a resposta foi categorizada
em predagao ou liberacao.

A estimativa dos parametros da regressao logistica € feita pelo método da
maxima verossimilhanga (maximum likelihood). De forma geral, este método estima
valores para os parametros que maximizam a probabilidade de obter-se o conjunto de
dados observados. Desta forma, os resultados estimados s&do aqueles que mais
concordam com os dados observados e sdo caiculados matematicamenie pela
maximiza¢do do logaritmo natural, ou seja, o logaritmo da verossimilhanga (LL). Na
regressdo logistica o teste de significancia do modelo em relagdo aos dados
observados ¢ feito atraves do Teste de Independéncia G. Para ¢ caso de uma Unica
variavel independente, o teste G segue uma distribuicao de Chi-quadrado com um grau
de liberdade. Valores de p menores do que 0,05 indicam que o x é uma variavel
significante para prever y.

O valor de p? (Rho-gquadrado de Mc'Faddens) obtido na regresséo logistica é

uma transformacao do valor de G. Este valor tem pape! semelhante ao r? da regressaog
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linear, e esta sempre entre 0 e 1. Um alto valor de p? corresponde a um resultado mais
significante, embora o rho-quadrado tenda a ser muito menor do que o r”. Um nuimero
baixo nao implica necessariamente em um ajuste fraco, e valores entre 0,2 e 0,4 séo
considerados muito satisfatérios (Steinberg e Colla 1991).

3.3. Comparagao das respostas de Nephila clavipes a borboletas Mechanitis
polymnia alimentadas com diferentes tipos de APs e oferecidas apés diferentes
tempos

Inicialmente, para as analises das respostas de Nephila clavipes em relacéao a
adultos de Mechanitis polymnia recém emergidos alimentados com diferentes APs, e
testados em diferentes tempos apos a ingestao, dividiu-se as borboletas em classes, de
acordo com as concentragies de APs em seus tecidos, desde que se alimentou as
mesmas com diferentes quantidades dos alcaléides (item 1.2. de DETERMINACAO DA
ATIVIDADE BIOLOGICA DE APs). Entretanto, quando se analisou, apds os bioensaios
com Nephila, a quantidade de APs nos tecidos dessas borboletas, verificou-se que
ocorria uma grande variagdc nas concentragbes, com algumas classes apresentando
muitas borboletas, enguanto em outras o nimero amostral foi igual a um. Portanto,
para a realizagéo dos testes estatisticos, as borboletas foram agrupadas peilo tempo
decorrido desde a ingestao dos APs, independente da concentragéo destes alcaldides
em seus tecidos. Os resultados das andlises coiorimétricas das borboletas Mechanitis
polymnia alimentadas em laboratério e dos capilares utilizados para sua alimentagao,
bem como as equacgdes de regresséo das curvas de calibracdo obtidas para cada AP,
estdo apresentadas no Apéndice 3.

3.3.1. Entre diferentes APs
Para se testar diferencas nas respostas de Nephila clavipes em relacdo ao AP
ingerido pelas borboletas Mechanitis polymnia, utilizou-se o Teste de Independéncia G
(Sokal e Rohif 1995) par a par em cada tempo decorrido desde sua ingestéo. A
hipétese nula assumida foi que para cada tempo a proporgédo de liberagdo:predagéo é
independente do tipo de AP ingerido pelas borboletas.
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3.3.2. Entre os tempos decorridos depois da ingestao de cada AP
O mesmo Teste de Independéncia G foi aplicado para se testar o efeito do tempo
de aquisicdo de cada AP sobre sua acgio anti-predagao contra Nephila clavipes. A
hipotese nula assumida foi que a proporcéo liberacdo:predacdo das borboletas &
independente do tempo decorrido desde a ingestédo do AP.

3.4. Comparacido da concentracido e quantidade de APs em borboletas
Mechanitis polymnia capturadas no campo

Para se verificar se as médias da concentragdo e da quantidade de APs em
borboletas Mechanitis polymnia machos e fémeas eram diferentes foi feita inicialmente
a comparag¢ao entre as varidncias amostrais. Para a comparacao da variancia entre os
dois grupos dividiu-se a variancia maior pela menor, o que forneceu um nimero maior
do que 1. O resultado foi comparado com o F critico com um nivel de significancia
estimado em 2,5% (Beiguelman 1996). Se o valor de F obtido for menor do que o F
critico ao nivel de 5%, aceita-se que as variancias nao diferem significativamente. Se
as variancias diferem significativamente, ndo ha necessidade de se comparar as
médias para se concluir que elas sio diferentes. No entanto, aplicou-se um Teste t
admitindo-se vari@ncias diferentes. Se elas ndo diferem significativamente, pode-se
empregar o Teste t admitindo-se variancias iguais para a comparagao das médias
(Beiguelman 1996). Nos dois tipos de Teste t aplicados, a hipétese nuia admitia que as
médias das duas amostras nao diferiam significativamente. A hipotese alternativa

nesse caso foi bicaudal, ou seja, que as médias diferiam significativamente entre si.
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RESULTADOS

1. Obtenc¢ao de Alcaldides Pirrolizidinicos (APs)

1.1. Iintegerrimina:senecionina base livre e N-oxido

A extracdo dos APs de Senecio brasiliensis originou uma fragéo alcaloidal total
dos alcaldides integerrimina (10), senecionina (11) e retrorsina (12) (Tabela 1). O
emprego da cromatografia de adsor¢gdo em coluna para a purificacdo destes APs
resultou em uma mistura dos APs integerrimina:senecionina (10 e 11), na proporcéo de
89:11 (estes APs s@o isOmeros geométricos, ndo sendo separaveis por este método),
mais a retrorsina (12), que nao foi utilizada nos ensaios. O padrao de fragmentacao
destes APs foi caracteristico dos alcaldides macrociclicos que tém a retronecina (3)
como base necina, com trés conjuntos de picos em seu espectro, 138, 137 e 136; 121,
120 e 119; e 95, 94 e 93 (Tabela 1). Estes arranjos representam as trés sequéncias
principais de fragmentacéo a partir do ion molecular a m/z 335 (reviséo em Trigo 1993).
A quebra da ligagéo do éster alilico leva aos ions m/z 137, 120 e 94. Os rearranjos de
MacLafferty através de estados de fransigdo de oito membros envolvendo o hidrogénio
do C3 da base com a carbonila, levam aos ions 136, 119 e 93. E a perda de CO; peio
fon m/z 335 leva ac ion-radical m/z 291, o qual por sua vez é fragmentado nos ions m/z
138, 121 e 95.

Os resultados da RMN de 'H e '°C da integerrimina:senecionina (10 e 11)
também foram consistentes com os dados da literatura {revisio de RMN de 'H em
Logie et al. 1994 e de °C em Rizk 1991) (Tabela 2 — os espectros da RMN estdo
representados no Apéndice 4). O hidrogénio H2, presente no anel basico dos APs, por
exemplo, esta centrado como um multipleto ao redor de 6,2 ppm, como é esperado para
os APs diésteres macrociclicos quando o espectro é analisado em CDCls (Rizk 1881).
Os hidrogénios HY apareceram como um dubleto ndo-equivalente neste AP, com AH-9
de 1,31 ppm, um valor diagndstico para macrociclicos com 12 membros (Logie et al.
1994). O deslocamento quimico do hidrogénio H20 de 6,51 ppm é caracteristico dos
APs macrociclicos com configuracao em E (Logie ef al. 1994).

A N-oxidacao da mistura dos APs integerrimina:senecionina (10 e 11) apresentou
um bom rendimento (Tabela 1). No espectro de RMN, os carbonos nas posicoes 3, 5 e
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8 (Figura 1) apareceram mais desprotegidos na forma N-6xido da
integerrimina:senecionina (10 e 11) em relagido a sua base livre (Tabelas 2 e 3),
provavelmente devido & presenga do oxigénio ligado ao nitrogénio na posi¢éio 4. Pelo
mesmo motivo, os hidrogénios H3 e H5 apresentaram um sinal deslocado para campo
mais baixo no N-6xido. O hidrogénio H13 deste AP foi detectado somente pela analise
de HETCOR, uma vez que este € mascarado pelos hidrogénios metilados do H21
(Apéndice 4). A possivel formacgéo de um epoxido na dupla ligacéo C15-C20 devido a
reagdo com o acido metacloroperbenzdico pode ser desconsiderada, desde que se
esse produto tivesse sido formado, ambos os carbonos sofreriam uma protecéo, com o
C15 em 64,1 ppm e o C20 em 56,0 ppm (dados para a jacobina — um epdxido em C15-
C20, Risk 1991). No caso da formacio e abertura do epo6xido, com a conseqilente
formagao de um diol, os carbonos também sofreriam uma protegioe em relacio a dupla
ligagdo (C15 = 81,7 ppm e C20 = 72,6 ppm - dados para jacolina, Risk 1991).

1.2. Retronecina base livre e N-6xido, e acidos nécicos respectivos

A hidrélise da mistura dos APs integerrimina:senecionina (10 e 11) resultou na
formacdo da base necina refronecina (3) e da mistura dos &cidos nécicos
integerriminico (6) e senécico (7) (Tabelas 1, 4, 5 e 6). O padréo de fragmentacéo da
retronecina (3) concordou com os resultados de Trigo (1993), com pequenas variagbes
na abundancia relativa de cada pico (Tabela 1). A clivagem homolitica do ion molecular
(mfz 155) entre os carbonos C7 e C6 levou ao ion am/z 111. A perda do CH por parte
deste levou ao ion a m/z 94 e a perda de CH,OH levou ao ion a m/z 80 (pico base)
(revisdo em Trigo 1893).

Os resultados de RMN foram consistentes com os encontrados na literatura
(Molineux et al 1982) (Tabela 4). Para a mistura dos &acidos integerrimico (6) e
senécico (7) esterificados, os picos mais caracteristicos foram 212, 153 e 43 (Tabela 1).
A caracterizacio por CG-EM e RMN da mistura destes acidos concordou com os dados
da literatura (Niwa ef al. 1892).

O rendimento da N-oxidacdo da retronecina (3) foi bastante baixo, e a
caracterizacao da forma N-oxido s6 foi possivel pelo padrao de analise de CCD, uma
vez que ndo se pode determinar o ponto de fusao desta forma, porque acima de 200°C
o N-6xido da retronecina se decompde. Pela RMN, determinou-se que os carbonos nas
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posicoes 3 e 5 apresentaram um sinal deslocado para campo mais baixo na retronecina
(3) N-oxidada do que na sua base livre (Tabelas 4 e 5), provavelmente devido a
oxidag&o no nitrogénio da posi¢ac 4. Da mesma forma, os hidrogénios H3, H5 e H6
apareceram mais desprotegidos no N-oxido.

1.3. 9-O-senecioilretronecina base livre e N-6xido

As varias tentativas empregadas para a purificacio da 9-O-senecioilretronecina
(14) semi-sintetizada em laboratério a partir da retronecina (3) resultaram em um baixo
rendimento final do AP (Tabela 1). Pelo padrao de fragmentagéo deste AP, percebe-se
a presenca do ion molecular 237 (pouco abundante) e do conjunto de picos 139, 138 e
137 caracteristicos de APs monoésteres com base necina retronecina (3) esterificada
na posicao C8 (Rizk 1991). O ion m/z 138 do conjunto & a porgéo basica originada pela
clivagem da ligacéo éster e o fragmento m/z 137 origina-se da perda de CsHs pelo ion
m/z 183. O conjunto de picos 119, 120 e 121 apareceu insignificante para estes APs,
engquanto que na menor triade, 95, 94 e 93, o pico 93 apareceu caracteristicamente
mais forte, o pico 94 foi médio e o 95 insignificante (Tabela 1). Esse ion 93 é formado
pela clivagem homolitica do ion m/z 137 (revisdo em Trigo 1993).

Na RMN do 'H, o hidrogénio H2 apareceu como um multipletc com
deslocamento ao redor de 5,8 ppm, caracteristico de APs monoésteres guando o
espectro & analisado em solugdo de CDCl; (Tabela 7). Os dois hidrogénios HS
apareceram como um singleto, e portanto equivalentes, ao contrario dos macrociclicos.

A N-oxidagdo da 9-O-senecioilretronecina (14) apresentou um bom rendimento
(Tabela 1). Na analise de RMN, os carbonos nas posi¢des 3, 5 e 8 apareceram mais
desprotegidos no N-6xido deste AP em relagéo & sua base livre (Tabelas 7 ¢ 8) ¢, da
mesma forma, os hidrogénios H3, H5, HB, H7 e H8 apresentaram um sinal deslocado
para campo mais baixo no N-Oxido. Estas diferengas, como no AP macrociclico
integerrimina:senecionina (10 e 11) e na retronecina (3), sdo provavelmente devidas a
oxidagao do nitrogénio na posicéo 4.
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1.4. Calimorfina base livre

A acetilacdo do acido (+)-2-hidroxi-2-metil butandico com cloreto de acetila
resuitou no acido (+)-2-acetoxi-2-metil-butandico (8), um dleo viscoso. A esterificacéo
deste acido com a retronecina (3) resultou em uma goma viscosa que apresentava
diversas substéancias, incluindo a calimorfina (22) (Tabela 1), e o rendimento final deste
AP foi extremamente baixo. Por este motivo, a semi-sintese da calimorfina (22) nao foi
repetida. A presenca de um ion 138 proeminente (Tabela 1), resultante da fissdo da
ligagdo do carbono da posigao 9, € uma caracteristica do espectro de alcaldides 1,2-
desidropirrolizidinicos esterificados na posigao 9 e com uma hidroxila livre na posicéo 7
(Edgar ef al. 1980).
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Tabela 2. Dados da RMN de 'H e "C para integerrimina:senecionina base livre (10 e

11). Os espectros das andlises de RMN deste AP estao representados no Apéndice 4.

“C Deslocamento {ppm)*

'H Deslocamento (ppm)

J (Hz}

1
2
3

(o]

© o =~ |

15
16
18
19
20
21

131,68
136,82 (136,61)*
62,67 (60,92)

93,09

33,78 (34,77)
75,51
77,14
60,93
178,24
76,75

39,46 (38,33)

29,53 (38,2)

133,93
169,14
25,14
11,77
135,29
14,18 (15,01)

2
3a
3p
Sa

140
14p

18
19
20
21

6,21 m (6,19) (1H)
3,39 dd (1H)
3,93d (1H)
2,52 ddd (1H)

3,23t (1H)
2,09 m (1H)
2,42 dd (1H)
5,0 m (1H)
4,29 m (1H)
4,11 d (4,05) (1H)
542 d (5,72) (1H)

1,74 (1H)
1,98 d (1H)
2,19 dd (1H)

1,33 s (3H)
0,91 d (3H)
6,51 q (1H)
1,74 d (3H)

J30,35=16,0; Jse.50=5.,6
J353,=16,0
J50,56=8,5; Jse 34=5.,5;
Jsa50=11,0
Js554=8,0

Jsp.6c=13,5; Jgp 7=6,0

Jga,gﬁ-':'l 2,0
Jop.a.=12,0

J14g,145=13,5
J14p,145=13,0;
J14p,13=10,0

J19.13=7,0
J2021=7,0
J2120=7,0

* Entre parénteses, deslocamentos determinados para a senecionina {(11).

™ Q H13 aparece sobreposto com os hidrogénios metilados do H21.
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Tabela 3. Dados da RMN de 'H e *C para integerrimina:senecionina N-6xido. Os
espectros das analises de RMN deste AP estao representados no Apéndice 4.

TC Deslocamento (ppm) H Deslocamento J (Hz)
(ppm)
1 129,83 _ — B
2 131,07 2 6.24 m (1H) _
3 78,07 30+3p 4,49 m (2H) _
5 68,85 Sa 3,64 ddd (1H) Js0,56=15,0; Js0.66=15,0;
Js06=10,0
_ _ 58 3,86 m (1H) _
6 32,33 6a 2,36 m (1H) _
_ _ 6p 2,93dddd (1H)  Jepsa=15.0; Jep.sp=15,0;
Jop.5c=10,0; Jgp7=5,0
7 73,57 7 5,47 q (1H) J7,66=5.0
05,35 4,80 m (1H) _
60,56 9 4,20d (1H) Jog,0=20,0
_ _ op 542d (1H) Jop8=20,0
11 177,98 _ _ _
12 76,58 _ _ 3
13 39,46 13 1,76* (1H) _
14 29,37 14a 1,96 d (1H) J120,145=20,0
_ _ 14p 2,22 dd (1H) J14p14a=20,0;
J14p,21=1 5,0
15 132,46 _ ~ _
16 168,03 _ _ :
18 25,08 18 1,32 s (3H) _
19 1,73 19 0,90 d (3H) J19,13=10,0
20 137,98 20 6,63 q (1H) J2021=10,0
21 14,37 21 1,76 d (3H) J21.20=10,0

* O H13 aparece sobreposto com os hidrogénios metilados do H21.
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Tabela 4. Dados da RMN de 'H e "C para retronecina base livre (3). Os espectros

das analises de RMN deste AP estéo representados no Apéndice 4.

“C Deslocamento {ppm)}

"H Deslocamento (ppm)

J (Hz)

1
2
3

(o]

© o ~ |

137,56
127,44
61,88

54,11

35,28

71,01
78,41
58,72

2
3o
3B
Sa

9B
B6a

6p

9¢
9B

5,69 m (1H)

3,4 dd (1H)
3,83 dd (1H)
2,73 ddd (1H)

3,22 dd (1H)
1,91 m (1H)
1,98 dd (1H)
4,29d (1H)
4,15 m (1H)
4,08 d (1H)
4,30d (1H)

J3m3ﬁ=1 5,5; J3u,2=5
J3p.30=15,5; J33=1,8
Js0,55=12,0; J50,6,=8,5;
Jsa,5[3=5,5
J53_5a=12,0
J6|3.6a=1 3,5; Je,ﬁ'sa:s,o
J7,sa=4,0
Jga,93=1 1 g
Jop.ga=12
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Tabela 5. Dados da RMN de 'H e "°C para retronecina N-6xido. Os espectros das
analises de RMN deste AP estédo representados no Apéndice 4.

**C Deslocamento (ppm) '"H  Deslocamento {ppm) J (Hz)

1 135.55 ~ ~ ~

2 119,71 2 5,61 m (1H) _

3 77.74 3a+3p 4,39 m (2H) _

5 67,99 Sa 3,92 m (1H) _

_ _ 54 3,65 ddd (1H) Jop.50=12,0;
Japea=12,0;

Jsp65=6,0

6 33,56 Bo. 1,93 m (1H) _

_ _ 6B 2,39 m (1H) _

7 69,23 7 4,61 m (1H) _

8 94,78 8 458 m (1H) _

g 57,79 9a+9B 4.1 m (2H) _
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Tabela 6. Dados da RMN de 'H e ™°C para o acido integerriminico:senécico (§ e 7). Os

espectros das analises de RMN deste AP estao representados no Apéndice 4.

“TC Deslocamento {ppm) 'H Deslocamento (ppm)  J (Hz)
1 176,96 _ - _
2 83,83 _ _ —
3 31,91 3 2,45 g (1H) J3g=11,0
4 28,49 4 2,33-2,50 m (2H) _
5 122,95 _ - _
6 165,42 _ _ _
8 14,21 8 1,56 s (3H) _
9 13,82 9 1,05 d (3H) Jo3=11,0
10 143,64 10 7,26 q (1H) J10,11=12,0
11 21,38 11 1,78 d (3H) Ji1,10=12,5

OH 8,38 s (1H)
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Tabela 7. Dados da RMN de 'H e °C para 9-O-senecioilretronecina base livre (14). Os

espectros das analises de RMN deste AP estao representados no Apéndice 4.

“C Deslocamento (ppm) 'H Deslocamento (ppm) J (Hz)
1 133,38 B ~ _
129.24 2 5,77 m (1H) ~
3 63,13 3 3,34 dd (1H) J30,35=10,0; J30,2=5,0
_ _ 38 3,85 d (1H) J35,3=10,0
5 53,96 | 5a 2,67 ddd (1H) J50,56=10,0; Jse,6,=10,0;
J50,6p=5,0
_ _ 58 3,19t (1H) Jsp5:=10,0
6 35,71 B 1,88 m (1H) _
_ _ 6p 1,95 dd (1H) Jop.6=10.0; Jep.55=5,0
7 71,13 7 4,19t (1H) J76:=5,0
8 78,70 8 4,07 m (1H) _
9 60,50 Qu+9B 4,64 s (2H) _
11 166,10 _ - -
12 114,92 12 5,62 s (1H) _
13 158,96 _ _ _
14 27 44 14 1,85 s (3H) _

15 20,31 15 2,11 s (3H)




Resultados

51

Tabela 8. Dados da RMN de 'H e ™C para 9-O-senecioilretronecina N-6xido. Os

espectros das analises de RMN deste AP estéo representados no Apéndice 4.

“C Deslocamento (ppm)

'H Deslocamento (ppm)

J (Hz)

1

3D W N

© o ~f |

—
—

13
14
15

132,91
122,52
79,50
70,53
34,81

70,39
97,68
60,39
166,64
115,21
160,10
28,00
20,88

2
3a+3p
Sa+5p

Bo
6p

9a+9p

12

14
15

5,77 m (1H)
4,48 m (2H)
3,81 dd (2H)
2,12 m (1H)
2,68 m (1H)
4,69 m (1H)
4,64 m (1H)
4,75 sl (2H)

5,69 s (1H)

2,18 s (3H)
1,93 s (3H)

J50,60=12,0; Jse,5=3,0




52 Resultados

2. Bioensaios com a aranha Nephila clavipes

2.1. Bioensaios com aplicacao topica de APs em organismos palataveis

Seis dos oito APs testados [a mistura integerrimina:senecionina (10 e 11), a
senecioilretronecina (14), seus respectivos N-6xidos, a senquirquina (13) e a calimorfina
(22)] foram efetivos contra predacgao por Nephila clavipes (Figuras 6 a 10). Em relagao
a DLibso {(ng/presa), verificou-se que o N-6xido da mistura de 10 e 17 foi o mais ativo,
seguido pela base livre da senecioilretronecina (14) (Tabela 9).

O N-o6xido e a base livre da retronecina nao apresentaram atividade antipredagéo
mesmo has concentragdes mais elevadas (Figura 10), e por este motivo a DLib50, além
de outras andlises estatisticas, ndo foram calculadas. Embora a calimorfina (22) tenha
apresentado uma atividade antipredacio de mais de 78% na concentracdo 2,46x10™
umoles/mg (Figura 10}, os resultados foram considerados insuficientes para o calculo
da DLibsg.

Pela ANCOVA vé-se que as retas obtidas pela linearizagcé@o da atividade anti-
predacdo contra Nephila clavipes vs dose de APs (Figuras 7 e 9) ndo apresentaram
diferencas significativas em suas inclinagdes (Tabela 10). Entretanto, seus interceptos
diferiram significativamente em alguns casos (Tabela 10). Por esta analise, pode-se
determinar que o N-6xido da integerrimina:senecionina (10 e 11) € significativamente
diferente dos outros APs, a base livre da mesma mistura difere da senquirquina (13) e o
N-6xido da senecioilretronecina nao difere significativamente de sua base livre (Tabela
10).

A inspecéo visual das Figuras 6 a 10 indica que o aumento da concentracéo dos
APs provoca um aumento da sua atividade anti-predagéo e os resultados da regressao
logistica confirmaram estatisticamente esta relagao (Tabela 11).

A mistura dos acidos nécicos integerriminico (6) e senécico (7) ndo protegeu as
presas contra predacéo por Nephila clavipes. Na maior concentragéo testada
(3,93x10%2 umoles/mg) apenas uma presa oferecida a Nephila foi liberada (n=12).
Devido a sua baixa acéo anti-predacao, néo foi dada continuidade aos testes utilizando

est{a misiura de acidos nécicos.
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2.2. Tempo de metabolizacio e atividade de APs - alimentacio de adultos

recém emergidos de Mechanitis polymnia

2.2.1. Respostas de Nephila clavipes em relagao a cada AP dentro de
cada tempo apos sua ingestio

Imediatamente apb6s a ingestdo dos APs (tempo 0), somente 24% dos machos
alimentados com a senecioilretronecina (14) foram liberados pelas aranhas (Figura 11).
O Teste de Independéncia G mostrou que 14 apresentou uma maior porcentagem de
liberag&o neste tempo do que a integerrimina:senecionina (10 e 11) e a retronecina (3)
(G4=5,96; p=0,015 e G=565; p=0,017, respectivamente). Os APs
integerrimina:senecionina (10 e 11) e retronecina (3) ndo apresentaram diferencas
significativas em relacgéo a porcentagem de liberagdo neste tempo (Apéndice 5).

Seis horas apés a ingestao dos APs, henhum macho alimentado com retronecina
(3) foi liberado (Figura 11), enquanto que machos alimentados com
integerrimina:senecionina (10 e 11) e senecioilretronecina (14) foram significativamente
mais liberados (G1=7,61; p=0,006 e G1=5,41; p=0,02). Estes dois ultimos APs ndo
apresentaram diferencas significativas em relagdo & porcentagem de liberacéo neste
tempo (G+1=0,99; p=0,319).

Vinte e quatro horas apds a ingestao dos APs, borboletas alimentadas com
integerrimina:senecionina (10 e 117) e senecioilretronecina (14) foram igualmente
liberadas pelas aranhas Nephila clavipes (G1=0,14; p=0,71), e significativamente mais
liberadas do que aquelas borboletas afimentadas com retronecina (3) (G1=11,68;
p<0,001 e G1=13,70; p<0,001, respectivamente) (Figura 11).

2.22. Respostas de Nephila em relacdo a diferentes tempos apés a

ingestao de cada AP
Pelo Teste de Independéncia G par a par para integerrimina:senecionina (10 e
11), observa-se que as borboletas foram significativamente mais predadas
imediatamente apds a ingestdo do alcaldide (tempo 0) do que quando testadas 6 e 24
horas ap6s a sua ingestao (G1=6,63; p=0,010 e G1=15,61; p<0,001, respectivamente).
Para a senecioilretronecina (14), borboletas testadas 24 horas apés a sua ingestio

foram significativamente mais liberadas do que as testadas 0 e 6 horas apés (G1=4,65;
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p=0,031 e G1=8,86; p=0,003, respectivamente). Os resultados para borboletas testadas
apods a ingestao de refronecina (3) ndo apresentaram resultados significativos entre os

tempos apds a ingestao.
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2.3. Bioensaios com borboletas Mechanitis polymnia capturadas no campo
Todos os individuos de Mechanitis polymnia capturados no Complexo Botanico
Monjolinho e testados em bioensaios com Nephila clavipes, tanto machos quanto

fémeas, foram liberados ilesos pelas aranhas.

2.4. Determinagio de APs em borboletas Mechanitis polymnia capturadas

no campo

Pela andlise por CG-EM, verificou-se a presenca majoritaria de dois tipos de APs
nas borboletas Mechanitis polymnia capturadas no Complexo Botanico Monjolinho,
licopsamina (15) e intermedina (16) (Tabela 1). Em machos, a proporgao entre os dois
alcaldides foi 4:1 licopsamina:intermedina, e nas fémeas esta propor¢éo foi de 2,96:1,
aproximadamente. O AP indicina (17) foi encontrado em uma Unica fémea capturada
no campo.

A andalise colorimétrica das borboletas Mechanitis polymnia capturadas no campo
mostrou que machos apresentaram uma quantidade média de APs totais
significativamente maior do que as fémeas capturadas no mesmo periodo e na mesma
localidade (Tabela 12). A concentragdo de APs totais em machos também foi

significativamente maior do que em fémeas (Tabela 12).
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3. Bioensaios com pintinhos Gallus gallus

3.1. Bioensaios com aplicagio tépica de APs em organismos palataveis
3.1.1. Experimentos com um Gnico oferecimento

Todas as presas tratadas com a concentracido mais baixa da base livre e do N-
oxido da integerrimina:senecionina (9,94x1 0* pmoles/mg) foram predadas pelos
pintinhos (Figura 12). Esta concentragéo é equivalente a oferecida a Nephila clavipes
onde 80% das presas tratadas com integerrimina:senecionina base livre (10 e 11) e
100% daqueias tratadas com integerrimina:senecionina N-6xido foram liberadas. Nas
demais concentragdes, poucas presas foram liberadas (Figura 12) e a diferenga no
nimero de presas liberadas com as formas base livie e N-6xido da
integerrimina:senecionina nao foi significativa (G1=2,53; p=0,111). Houve um aumento
significativo na liberagdo das presas pelos pintinhos conforme se aumentou a
concentragéo de APs (Tabela 13).

A base livre do monoéster senecioilretronecina (14) foi muito pouco efetiva contra
predacgdo por Gallus gallus, mas também este AP apresentou uma relagao significativa
entre a concentracio e a resposta anti-predagao contra pintinhos (Tabela 13). O N-
oxido da senecioilretronecina nao provocou a liberagdo de nenhuma das presas
oferecidas aos pintinhos, seja em quaisquer das concentracoes testadas (Figura 12).

A retronecina base livre (3) também foi pouco efetiva contra predacgéo por Gallus
gallus. Apenas 35% das presas tratadas com a concentracdo mais alta do alcaldide
foram liberadas (Figura 12). Também com a retronecina houve um efeito significativo
do aumento da concentragio sobre a resposta dos pintinhos (Tabela 13). O N-Oxido da

retronecina foi totalmente ineficaz contra predacéo por Gallus galfus.
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3.2. Experimentos com oferecimentos seqiienciais

Os pintinhos reduziram a predagdo das presas tratadas com
integerrimina:senecionina base livie (10 e 11) ao longo do experimento de
oferecimentos sequenciais (Figura 13). Quando oferecida a primeira larva com o AP,
40% dos pintinhos liberaram as presas (como definido para os bioensaios de aplicagéo
topica de APs em presas palataveis). Com o N-0xido o comportamento dos pintinhos
foi similar (Figura 14). Em ambos os experimentos a porcentagem de liberagao
aumentou e 100% das larvas foram liberadas na 4* apresentagdo, sendo que
aproximadamente 30% destas nem foram tocadas.

Os pintinhos continuaram predando as larvas ftratadas com o AP
senecioilretronecina base livre (14) ao longo de todo o experimento, com excecéo de
um individuo que bicou e soltou viva (BS) as duas ultimas presas tratadas com o AP.
As larvas fratadas com a forma N-0xido da senecioilretronecina foram predadas ao
longo de todo o experimento de aprendizado.

A retronecina base livre (3) provocou a mesma resposta da senecioilretronecina
base livre (14). A maior porcentagem de liberagéo foi de 20% em relagéo a 3% larva
apresentada. Com o N-&xido, nenhuma das larvas tratadas foram liberadas ao longo do

experimento.
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DISCUSSAO

1. Estrutura de APs vs atividade anti-predagao

Base livre vs N-oxido

Os resultados mostrando que o N-Oxido da mistura do macrociclico
integerrimina:senecionina (10 e 11) é mais efetivo na agéo anti-predacéo contra Nephila
clavipes do que sua respectiva base livie foram consistentes com aqueles obtidos por
Trigo e Chemin (1996). A maior atividade do N-6xido dos APs também foi demonstrada
em outros trabalhos. Dreyer et al. (1985) encontraram que o N-6xido da senecionina
(11) aplicado na dieta é 1,7 vezes mais deterrente do que a respectiva base livre contra
os afideos Acyrthosiphon pisum, enquanto que a monocrotalina (19) provocou uma
resposta inversa. Dussourd et al. (1988), por sua vez, testaram a base livre e o N-éxido
do AP monocrotalina (19), pincelando-o em ovos de Utetheisa omnatrix e oferecendo
estes a besouros Coleomegilla maculata (Coccinellidae). Esses autores encontraram
que ambas as formas detém a predacao pelo coledptero, no entanto, o N-6xido é mais
ativo. Hare e Eisner (1993), num estudo com os mesmos APs, obtiveram resultados
semelhantes contra as formigas Leptothorax longispinosus. Além disto, formigas que
tiveram um contato prévio com ovos tratados com o N-6xido da monocrotalina (19)
predaram menos ovos sem APs, em testes subseqientes, do que aquelas formigas que
nao tiveram contato com esta substancia.

Com base nestes resultados, pode-se sugerir dois cenarios: 1. gque o N-6xido dos
APs pode ter sido selecionado por pressdes relacionadas a protegao contra predadores
ou 2. que os predadores evoluiram caracteristicas que lhes conferem uma maior
sensibilidade a APs N-Oxidos, que é a forma que ocorre mais freqlientemente na
natureza (Hartmann e Witte 1995).

Ehmke et al. (1991) fornecem uma possivel evidéncia da selegio do N-6xido por
pressboes de predac¢ido. Eles encontraram que o AP senecionina N-6xido substituiu
compietamente a producdo de outras toxinas, como cardenolidas, nas secregdes
defensivas do crisomelideo Oreina cacaliae. Além disto, os APs N-6xidos oferecem a
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estes besouros uma meihor protecao do que as cardenolidas contra predacao por
Agelaus phoeniceus (Icteridae) (Rowell-Rahier et al. 1995).

A presenca dos APs como N-dxidos em plantas (Hartmann e Witte 1995) e
insetos, como mariposas Arctiidae (Ehmke ef al. 1990, Hartmann ef al. 1990, Trigo et al.
1993), borboletas Ithomiinae (Trigo ef al. 1996, Brickmann et al. 2000), Orthoptera
(Biller et al. 1994) e besouros Chrysomelidae (Pasteeis ef al 1988, Ehmke ef al. 1991,
Hartmann ef al. 1997, 1999) pode ser uma evidéncia do segundo cenario sugerido. A
presenca preferencial desta forma é devida principalmente ao seu papel fisioldgico.

Tanto a base livre quanto o N-oxido dos APs sdo toxicos para vertebrados
{Culvenor ef al. 1976) e genotdxicos para insetos como Drosophila melanogaster (Frei
ef al. 1992). No entanto, a base livie se mostrou mais hepatotéxica e genotéxica do
que a forma N-oxidada correspondente dos APs, devido aos seus produtos pirrdlicos
intermedidarios (desidropirrolizinas) serem altamente toxicos, embora a metodologia
aplicada nestes trabalhos nao considere a redugao dos APs no trato gastro-intestinai.
Mattocks (1971) encontrou que a tfoxicidade do N-Gxido é da mesma ordem que a
toxicidade provocada pela base livre quando as duas formas sao oferecidas oralmente
a ratos, como uma conseqiiéncia da redugio do alcaldide. Hartmann (1998) sugere
que, para animais vertebrados, a N-oxidagdo parece ser um mecanismo de
desintoxicacdo pelo qual o AP terciario potencialmenie toxico & convertido em um
derivado menos toxico. Por exemplo, porquinhos da india possuem uma enzima
multisubstratc microssomal flavina oxigenase (FMO) que catalisa eficientemente a
conversdo dos APs ingeridos em seus N-6xidos, os quais seriam excretados e nao
transformados no pirrol toxico, ¢ que explicaria a alta resisténcia destes animais ao
envenenamento por APs (Miranda et al. 1991). Da mesma forma, para os insetos
especializados no seqiestro de APs, a N-oxidacao parece ser uma adaptagao para
transformar os APs em um estado metabdlico seguro e nao-téxico, que poderia ser
eficientemente acumulado em vacuolos sem se transformarem em desidropirrolizinas.
Entretanto, nada se sabe sobre os mecanismos de toxicidade de APs em insetos e €
interessante notar que desidropirrolizinas sdo biossintetizadas em Lepidépteros
especialistas, a partir de APs 1,2 insaturados, e funcionam como feroménios sexuais
(Schulz 1998).
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Lindigkeit ef al. (1997) e Hartmann (1999) discutem que o papel Unico de APs na
protecdo quimica de insetos pode ser devido justamente ao fato de que eles coexistem
em duas formas “intermutaveis” — base livre e N-6xido. O N-6xido é facilmente reduzido
no intestino de insetos nao adaptados ao seqiestro de APs, de forma que a N-oxidac&o
ndo é apenas um mecanismo eficiente de desintoxicagao, mas também oferece ao
organismo que seqlestra APs um metabdlito seguro para ele, e uma toxina eficiente
contra organismos ndo adaptados ao sequestro.

Desta forma, a forma N-éxido dos APs pode ter evoluido unicamente por
pressdes fisiologicas de desintoxificagio, e por este motivo € a forma mais encontrada
em inseios. Predadores em geral estio, assim, mais sujeitos a encontrar insetos com a
forma N-6xido dos APs em seus tecidos. Predadores envolvidos com insetos com APs
podem realmente ter evoluido receptores no sentido de melhor evitar estas presas.

A protegdo quimica ndo & de qualquer forma absoluta, e depende tanto da dose
quanto do predador em questdo. Diferente do encontrado nos ensaios com Nephila
clavipes, pintinhos n8o apresentaram diferencas significativas em suas respostas as
formas base livie e N-Oxido da integerrimina:senecionina (10 ¢ 11) (Figura 13).
Glendinning ef al. (1990) obtiveram resultados similares com o AP monocrotalina (19)
testando-o contra trés espécies de pequenos roedores no México (Peromyscus
melanotis, P. aztecus e Reithrodonfomys sumichrast). Além de n&o encontrarem
diferencas entre a base livre e o N-oxido, o AP foi pouco efetivo contra predagéo. No
entanto, Glendinning et al. (1990) mostraram que a forma base livre da monocrotalina
(19) tem um impacto negativo, dose-dependente, sobre o crescimento de P. aztecus.

A reduzida eficacia da integerrimina:senecionina (10 e 11) na prote¢do das
presas contra pintinhos inexperientes se alterou com o oferecimento seqiencial de
presas (Figuras 14 e 15). As duas formas deste AP n3o foram tao efetivas contra
predacao por Gallus gallus na primeira experiéncia de encontro, como o foram contra
Nephila clavipes, mas se tornaram mais efetivas em encontros subseqgtientes. Desta
forma, pode-se inferir que o aprendizado pode tornar os APs muito mais eficienfes na
protegdo de presas facilmente reconheciveis.

Este tipo de caracteristica dos APs esta relacionado ao fato de que insetos os
seqilestram geraimente apresentam coloracdo aposematica e estido envolvidos em
complexos miméticos (Boppré 1986). Além disto, pode ser considerada uma evidéncia
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da evolugao destes caracteres por pressdes de predadores visuaimente orientados,
embora pintinhos nao tenham exercido pressbes heste sistema.

Diferente do AP macrociclico, a base livre e o N-éxido da senecioilretronecina
(14) apresentaram atividade similar contra predagao por Nephila clavipes. Contra
pintinhos, a base livre foi visivelmente mais efetiva. A estrutura dos APs pode ser a
responsavel pelas diferencas enfre bases livres e N-6xidos em APs macrociclicos e
monoésteres. A presenca do oxigénio ligado ao nitrogénio na posicao 4 pode estar
conferindo a molécula de ambos os tipos de APs uma maior liberdade para novos
estados conformacionais, além de um maior nimerc de novos elétrons livres. lIsto
parece conferir uma vantagem para os APs macrociclicos, como a
integerrimina:senecionina (10 e 11), pois a forma N-Oxido foi mais efetiva contra
predacao do que a forma base livre, porém, para os monoésteres, a N-oxidagao pode
ndo estar influenciando na conformagéo da molécula, nao alternando sua atividade em
relacao a base livre.

Macrociclicos com base necina retronecina (3) vs macrociclicos com
otonecina (5)

Nada se sabe sobre a incorporacdo da senquirquina (13) por insetos, um AP
macrogciclico que nado forma N-Oxido e apresenta como base necina a otonecina (§) com
um grupo N-metil ao invés da retronecina (3) (Hartmann e Witte 1995). Seu papel na
defesa de insetos ainda é incerio, e nos ensaios desenvolvidos neste trabalho, a
senquirquina (13) foi menos efetiva em deter Nephila clavipes do que a base livre e o N-
oxido da integerrimina:senecionina (10 e 11). No entanto, Frei ef al. (1992) em ensaios
com Drosophila melanogaster, mostraram gque a senquirquina (73) € um genetoxico
mais forte do que a senecionina (10). Hartmann e Dierich (1998) sugerem que a
diversidade de estruturas formadas a pariir da senecionina N-6xido, como € o caso da
senquirquina (13), possivelmente aumenta o sucessc em escapar de herbivoria locai
através da geracdo de conjuntos de APs mais deterrentes ou impalataveis. Em
mamiferos, por exempio, os APs com base otonecina (8 N-metilada podem ser
demetilados e entdo convertidos nos mesmos metabdlitos pirrdlicos dos APs com
retronecina como base necina (Frei et al. 1992). Além disto, a senquirquina (13), com
esfrutura parecida aos macrociclicos infegerrimina:senecionina (10 e 11), pode
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apresentar uma polaridade e atividade similares. Seriam necessarios ensaios
adicionais com este AP para testar sua toxicidade e impalatabilidade contra predadores
veriebrados e invertebrados e melhor entender seu papel na defesa quimica de insetos
em relacao ao AP a partir do qual ele & biossintetizado em plantas.

Monoésteres vs macrociclicos

A base livre do monoéster senecioilretronecina (14) foi tao efetiva quanto o seu
N-6xido em relagao a atividade antipredagéo por Nephila clavipes e Gallus gallus, ao
contrario da atividade observada para N-Oxido e base livre do macrociclico
integerrimina:senecionina (10 e 11). Além disto, os monoésteres apresentaram uma
menor atividade que o N-Oxido da integerrimina:senecionina. Culvenor et al. (1976) e
Frei et al. (1992) demonstraram que os APs macrociclicos sdo mais hepatotoxicos e
genotéxicos do que os APs monoésteres. Estas diferencas entre macrociclicos e
monoésteres podem ser entendidas através das caracteristicas das suas estruturas
(Figura 1). Diésteres macrociclicos apresentam duas fungdes ésteres em anel na sua
estrutura, enquanto gque APs monoésteres apresentam apenas uma funcéo éster em
uma estrutura aberta. A presenca de duas funcdes ésteres aumenta o niimero de sitios
oxigenados que poderiam se coordenar a receptores especificos de reconhecimento de
APs. Além disto, a conformagdo dos macrociclicos apresentaria um menor grau de
liberdade do que a conformagao de monoésteres. Essa caracteristica também poderia
estar favorecendo uma maior especificidade desses alcaléides em relacéo a receptores
de reconhecimento de APs.

Os APs monoéster e macrociclico apresentaram a mesma atividade contra
Nephila clavipes quando oferecidos a borboletas Mechanitis polymnia, embora a
senecioilretronecina (14) tenha apresentado atividade imediatamente ap6s ser ingerido
pelas borboletas. Aiém disto, as borboletas foram significativamente mais liberadas
quando congeladas 24 apés a ingestdo dos APs do que aquelas borboletas
alimentadas com retronecina (3). A atividade semelhante dos dois tipos de APs
contraria a hipétese de que a melhor eficiéncia destas borboletas na metabolizacéo de
APs monoésteres poderia influenciar na sua protegdo quimica (Briickmann ef al. 2000).
Bruckmann ef al. (2000) verificaram que adultos capturados no campo de Mechanitis
polymnia alimentados com [“Cl-senecionina base livie (11), apés 24 horas
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transformam parte do AP em N-6xido e parte em metabdlitos mais polares
desconhecidos. Quando alimentados com [°H]-9-O-senecioilretronecina base livre 19
transformam este alcaléide principalmente nos metabdlitos mais polares
desconhecidos. Estes metabdlitos mais polares foram encontrados em Oreina cacaliae
e identificados como um glicosidec de APs por Hartmann ef al (1999), que
consideraram tais compostos produtos de desintoxificagao. Uma outra hipdtese é que
estes metabdlitos mais polares poderiam estar depositados no integumento dos insetos,
aumentando sua protecido contra predadores. Uma forma de avaliar o papel da
metabolizacdo dos APs na defesa quimica de insetos seria purificar os metabdlitos e

testa-los individualmente contra predadores vertebrados e inveriebrados.

Base necina

As duas formas da retronecina (3} foram pouco efetivas contra predacgéo por
Nephila clavipes e Gallus gallus, sendo que o N-Oxido foi totalmente ineficaz contra a
predacao por pintinhos (Figura 13). Além disto, borboletas Mechanitis polymnia foram
mais predadas por Nephila clavipes quando alimentadas com a retronecina (3). Dreyer
el al. (1985) encontraram que a retronecina (3) também & inefetiva na deterréncia de
afideos e sugerem que o acido nécico esterificante seria necessario para a atividade
biolégica do AP. A agdo anti-predacao pode ser, na verdade, devida a fungio éster do
acido associada a dupla ligagéo do anel pirrolizidinico da base necina. Uma evidéncia
sobre a possivel importancia desta associagdo & que o acido integerriminico:senécico
(6 e 7) nao apresentou atividade quando testado sozinho contra Nephila clavipes neste
trabatho. Além disto, lepiddpteros especializados no seqiestro de APs tém a
capacidade de produzir seus proprios APs especificos pela ligagdo entre a base necina
proveniente da planta (provavelmenie formada pela hidrélise dos alcaldides
esterificados nos insetos) e um acido biossintetizado pelo proprio inseto, que possui a
funcdo éster. Uma hipotese para explicar a biossintese de alcaldides especificos seria
a otimizagdo do uso de APs na defesa quimica contra predadores (Biller e Hartmann
1992, Trigo € Chemin 1996). Assim, o custo metabdlico envolvido na obtencdo da
retronecina (3), que tem uma acdo anti-predacdo pouco efetiva, poderia ser
compensada peia sintese de APs especificos, como a calimorfina (22), que
efetivamente protegeria o inseto contra predagdo. Nos ensaios desenvolvidos neste
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trabalho, a calimorfina (22) apresentou uma maior atividade contra Nephila clavipes do
que a base necina (Figura 11). Seria importante testar a forma N-6xido deste AP, pois
os APs de insetos séo encontrados exclusivamente como N-6xidos (Hartmann e Witte
1995).

2. Concentragao vs atividade anti-predagao de APs

Para todos os APs testados neste trabalho houve uma relacéo significativa entre
a concentracdo e a atividade anti-predacao, de tal forma que as concentragbes mais
altas provocaram uma maior porcentagem de liberacdo das presas pelas aranhas e
pelos pintinhos.

Sabe-se que dentro de qualquer populagio ou espécie de insetos impalataveis,
pode haver uma variagéo no grau de palatabilidade (Brower ef al. 1968, Bowers 1981).
Para aqueles insetos que seqliestram compostos de defesa da planta hospedeira, o
contedldo de compostos da planta em que o insetoc se alimenta pode ser um
determinante critico do grau de protecfo alcangado (Ritland 1994). Por exemplo, assim
como se encontrou neste estudo, Trigo e Brown (1990) determinaram que borboletas
Mechanitis polymnia apresentam uma grande variacéo na quantidade de APs. Esta
grande variagdo se deve, provavelmente, a utilizagio de fontes quimicamente
diversificadas de alcaléides pelas borboletas. Um outro fato que pode afetar a
concentragédo de APs é a idade do individuo, que néo foi considerada nas analises
realizadas neste estudo. Individuos mais velhos poderiam ter visitado um maior nimero
de fontes de APs do que aqueles mais jovens, resuitando em maiores quantidades de
APs. Trigo e Brown (1980) sugerem gue a dindmica aquisi¢io/utilizacio pode ser a
responsavel por esta variagao. Machos apresentariam um aumento de APs conforme
se aumentassem as fontes de APs disponiveis. Desta forma, machos podem estocar e
utilizar APs nos periodos de aumento de fontes de alcaldides, mantendo um balanco
positivo, e somente utiliza-los nos periodos de declinio, com um balango negativo. Isto
porgue principalmente os machos de Mechanitis polymnia, como na maioria dos
Ithomiineos, visitam plantas fontes de APs e praticamente todo o AP das fémeas é
obtido dos machos durante o acasalamento (Pliske 1975a, b, Pliske ef al. 1976).
Embora n&o se tenham dados sobre Mechanitis polymnia, em Utetheisa ornatrix sabe-
se que as femeas, na natureza, freqlientemente se acasalam repetidamente (Pease
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1968), podendo desta forma obter mais APs (Dussourd et al. 1988). Da mesma forma,
fémeas do ithomiineo lthomia drymo podem acasalar repetidas vezes. Ehrlich e Ehrlich
(1978) encontraram até oitc espermatéforos nas fémeas desta espécie. Se assim for
com Mechanitis polymnia, os APs nas fémeas podem ser provenientes de varios
machos, podendo aumentar com a quantidade de encontros.

Esta variacéo quimica produz dentro de uma populagéo de insetos impalataveis
um espectro de palatabilidade (Brower et al. 1968). Quando existem individuos
realmente palataveis, pode existir automimetismo (Brower ef al. 1967), em que insetos
mais palataveis sao mimicos batesianos perfeitos dos membros mais impalataveis de
sua propria espécie. Isto resulta num tipo de altruismo em que os individuos paiataveis
se beneficiam da associa¢do com os mais impalataveis do espectro.

Nephila clavipes, assim como outros predadores, pode experimentar varias
presas individuais potenciais e rejeitar as menos palataveis. Nestes casos, a variagao
na quantidade dos quimicos de defesa pode determinar que individuos serzo mortos e
comidos e quais serdo liberados ilesos. Estes predadores podem, entao, agir como
agentes selstivos da variagao quimica individual. Os resultados obtidos neste trabalho,
por exemplo, mostraram que as presas com menor quantidade de APs foram
retativamente mais predadas do que aquelas tratadas com as concentragfes mais altas.

Brown (1987) determinou a quantidade e a concentragdo de APs em 41 espécies
de borboletas Ithomiinae no campo (Apéndice 6). Destas, 36 apresentaram uma
quantidade média de APs maior do que a necessaria para incitar 100% de liberacao das
presas por Nephila clavipes. As quantidades dos APs integerrimina:senecionina base
livie (10 e 11) e N-6xido que tormaram as presas totalmente impalataveis para Nephila
clavipes equivale a 224 e 2345 pg de AP/presa, ou 13,177 e 13,79 npg/mg,
respectivamente. Além disto, praticamenie todas as borboletas estudadas
apresentaram uma concentracdo de APs maior do que a DLibsp determinada para estes
APs (Tabela 9). Desta forma, pode-se inferir que quase todas as borboletas lthomiinae
no campo estdo protegidas contra predagao por Nephila clavipes, embora em sua
totalidade estas borboletas apresentem uma mistura de APs de estrutura diferente da
integerrimina:senecionina (10 e 11), geralmente uma mistura de intermedina (16} e
licopsamina (18) (Trigo ef al. 1996a). Os dados de Vasconcellos-Neto e Lewinsohn
(1984) mosiram claramente que borboletas Ithomiinae encontradas no campo sao
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rejeitadas por estas aranhas. Se, como foi discutido acima, Nephila clavipes podem
agir como agentes seletivos do conteddo individual de quimicos de defesa em
borboletas, pode-se considerar que aquelas borboletas que s&o predadas estio no
limite inferior da palatabilidade daquela espécie.

Além disto, a quantidade de APs necessaria para incitar 100% de liberagdo em
Nephila clavipes corresponde a aproximadamente 30% do contelGdo de APs totais
determinado em Mechanitis polymnia capturadas no campo (Tabela 13). Estes dados
devem ser interpretados com cautela, ja que os APs testados contra Nephila clavipes
estavam todos concentrados na cuticula das abelhas, enquanto que nas borboletas, em
condigbes naturais, os APs estio distribuidos internamente, em véarias partes do corpo.
Por exemplo, a maior concentracdo de APs em borboletas lthomiinae se encontra na
cuticula do abdémen e do tdrax, bem como nos pincéis de pélo (Brown 1984). Brower e
Gilazier (1975) e Brower et al. (1988) encontraram gue a concentragio de cardenolidas
em borboletas Monarca € maior nas asas, intermediaria no abdémen e menor no térax.

Por outro lado, os dados sugerem que a quantidade de APs necesséria para
escapar da predagdo por Nephila clavipes € bastante baixa. O excesso de APs
encontrado em borboletas no campo (ver Brown 1984, 1985 e1987) estaria retacionado
a outras funcgGes, tais como sintese de feroménios e doagdo para a fémea durante o
acasalamento, em machos, e transferéncia para os ovos, em fémeas (Trigo e Brown
1990). Além disto, APs poderiam servir como uma reserva de nitrogénio para
borboletas no campo, embora nada se saiba sobre o papel nutricional de APs. Ainda,
os APs poderiam proporcionar defesa contra predadores vertebrados, pois, como foi
observado neste trabalho, a quantidade de APs necessaria para estimular rejeic&o em
pintinhos & extremamente alta em relacao a Nephila clavipes.

A maior concentragdo de APs ufilizada neste trabalho contra pintinhos, 1,32
pmoles, equivale a aproximadamente 442 pg/presa de integerrimina:senecionina base
livre (10 e 11). Este valor corresponde a pouco menos da metade da concentragéo de
monocrotalina (19) usada por Cardoso (1997) em bioensaios com o passaro
Coryphospingus pileatus (Fringillidae). Este passaro rejeitou mais que 84% das presas
pinceladas com esta concentracdo de monocrotalina (19), bem superior as
porcentagens de liberagéo por Gallus gallus encontradas neste trabalho. No entanto,
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pintinhos ndo sao aves insetivoras especializadas na captura de borboletas, e sao
muito menos sensiveis a substancias quimicas impalataveis.

O comportamento de predagdo em pintinhos pode ser responsavel pela menor
sensibilidade a concentragfes bastante baixas de APs. Eles tocam as presas
unicamente com o0s bicos, que aparentemente tém uma sensibilidade limitada, enquanto
que aranhas Nephila clavipes tocam a presa detalhadamente com os pedipalpos e os
primeiros pares de patas antes de ingeri-la. De acordo com Kassarov (1999), um
quimico deterrente s6 poderd provocar rejeicdo nas aves se alcancar seus botdes
gustativos na mucosa epitelial ndo-cornificada, ausentes na ponta do bico. Neste caso,
a quantidade de APs presente na superficie dos modelos de presas palataveis
utilizados (larvas de Chrysomya putoria) seria insuficiente para estimular os poucos
botbes gustativos presentes nos bicos dos pintinhos, de forma que sua primeira opgéo
seria engolir a presa inteira. No entanto, apds contatos anteriores com presas tratadas
com APs, estes botdes gustativos poderiam ser estimulados, e presas oferecidas na
seqléncia seriam, desta forma, evitadas, como foi observado nos ensaios com
oferecimento seqiencial de presas com APs.

3. Os modelos de predadores invertebrados e vertebrados

Trabalhos cuja proposta € demonstrar o papel de compostos quimicos na defesa
contra predacdo normalmente utilizam predadores veriebrados como modelos, tais
como aves e lagartos, j4 que estes, por serem visualimente orientados, sio
considerados os principais agentes seletivos da coloracdo de adveriéncia e
impalatabilidade em insetos. Pintinhos, embora nao sejam predadores naturais de
borboletas, sdo predadores generalistas de facil manipulacdo e que podem ser
mantidos em grande nimero em laboratorio. Este talvez seja o principal motivo de
terem sido usados em varios trabaihos sobre aposematismo e aprendizado (Gamberale
e Sillén-Tullberg 1996, Gittleman ef al. 1980, Roper 1994, Roper e Wistow 1986, Roper
e Redston 1987, Roper e Cook 1989, Roper € Marples 1997, Schuler e Hesse 1985).
Neste trabalho, por exemplo, se pbde testar os APs anteriormenie experimentados
contra Nephila clavipes com rapidez, obtendo-se resuitados bastante interessantes

sobre a eficiéncia destes quimicos conira um predador vertebrado. Ainda ndo havia
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nenhum trabalho que tivesse testado sistematicamente a estrutura e a concentracéo de
APs na resposta anti-predacéo contra este tipo de predador.

Por outro lado, predadores invertebrados, tais como mantideos, séo capazes de
distinguir espécies de presas impalataveis (Berenbaum e Miluczky 1984). Outros
predadores invertebrados ja serviram como modelos para avaliar defesas quimicas.
Formigas, por exemplo, foram utilizadas como modelos para testar a agdo anti-
predacac de APs em ovos e adulios de Utetheisa omatrix (Hare e Eisner 1993,
Gonzalez et al. 1999) e para testar os extratos de larvas de borboletas Dione juno e
Abananote lylonome (Nymphalidae) (Osborn e Jaffe 1998). Coledpieros e neuropteros
também foram utilizados como modelos para testar a agcido de APs em ovos de
Utetheisa ornatrix (Dussourd et al. 1988, Eisner ef al. 2000). Aranhas Lycosa ceratiola,
por sua vez, foram usadas para testar a impalatabilidade conferida por APs a larvas e
adultos de Uletheisa omatrix (Eisner e Eisner 1991).

Outros trabalhos ja demonstraram que a aranha Nephila clavipes é bastante
apropriada como meodelo de predador invertebrado nos testes de palatabilidade de
lepidépteros e de seus exiratos quimicos (Brown 1984, 1985, 1987, Vasconcelios-Neto
e Lewinsohn 1984, Master 1990, Trigo 1993, Trigo e Chemin 1996). Brown {1984)
afirma que Nephila clavipes, por estar entre os predadores potenciais de insetos
voadores mais abundantes, efetivos e vorazes em Campinas e através de boa parte
dos trépicos, pode ser considerada de muita importancia na evolugdo de mecanismos
de defesa em lthomiinae. Normalmente, se encontram restos de borboletas nas teias
de Nephila clavipes nos meses em que estas ocorrem, o que confirma que estas
aranhas podem ter exercido alguma pressao seletiva para a evolugio da protegéo por
APs, j& que, como se determinou neste trabalho, Nephila clavipes sdo extremamente
sensiveis até a baixas doses de APs presentes nos tecidos. Trigo ef al. (1996a), no
entanto, afirmam que ha poucas evidéncias de que Nephila clavipes tenha exercido
uma pressao seletiva importante ou tnica para a aquisi¢ao inicial de APs por insetos.
Isto porque aranhas n&o s&o predadores visualmente orientados — a discriminagéc de
borboletas Ithomiinae, por exemplo, n@o tem qualquer componente visual
{Vasconcellos-Neto e Lewinsohn 1984). Desta forma, a evolugdo do aposematismo em
borboletas ithomiinae e Danainae ndo deve ter acontecido unicamente por pressbes
seletivas destas aranhas, mas por pressbes de predagdo de ouiros predadores
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visualmente orientados. Aves, por exemplo, s80 capazes de discriminar borboletas
ithomiinae como impalataveis (Brower e Brower 1964, Chai 1986). Além disto, Trigo et
al. (1996a) sugerem que em alguns lugares, borboletas podem ndo ser significantes na
dieta de Nephila. Assim, aranhas Nephila clavipes podem exercer um papel
relativamente importante na manutencdo de APs em locais onde exisiem muitas
aranhas e muitas borboletas, no entanto, outros predadores verlebrados e
invertebrados podem exercer uma pressao efetiva em muitas espécies de borboletas.
No entanto, aranhas (Nephila e outras) podem ter promovido a sobrevivéncia de
individuos que apresentam maiores conceniracGes de APs em partes superficiais do

COrpo.
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CONCLUSAO

Alcaldides pirrolizidinicos de estruturas diferentes apresentam uma atividade
anti-predacao diferente contra predadores vertebrados e invertebrados e o nivel de
protecdo aumenta de acordo com a concentragdo destes alcaléides nas presas. As
diferentes respostas dos predadores, um invertebrado e um vertebrado, usados neste
trabalho, vém corroborar a idéia de que nenhuma quimica de defesa é 6tima, e que
varia dependendo do predador em questdo. De fato, as diferengas nas respostas
apontam a importéncia da mistura de APs encontrada em insetos e plantas. Como
borboletas, em situagbes naturais, podem estar sujeitas a predacdo tantoc de
predadores vertebrados quanto de invertebrados, uma mistura de APs pode otimizar a

defesa quimica destes insetos contra variados tipos de predadores.
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APENDICES

Apéndice 1

Calculos das dosagens de APs utilizadas nos ensaios de aplicagdo topica
em presas palataveis, utilizando-se aranhas Nephila clavipes como modelo de
predador invertebrado. Concentragdes baseadas em Trigo e Chemin (1996).

upmoles pmoles/mg log umolesimg  ug pg/mg
Integerrimina:senecionina base livre (10 e 11)
(PM=335)
0,00065 3.82x10° 4,418 0,218 0,013
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,874 0,051
0,01044 6,14x10™ -3,212 3,497 0,206
0,04175 2,46x10° -2,610 13,986 0,823
0,167 9,82x10™ -2,008 55,045 3,201
0,668 3,93x102 -1,406 293,780 13,164
Integerrimina:senecionina N-6xido
(PM=351)
0,00065 3,82x10° 4,418 0,278 0,013
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,916 0,054
0,01044 6,14x10™ -3,212 3,664 0,216
0,04175 2,46x10™ 2,610 14,654 0,862
0,167 9,82x10° -2,008 58,617 3,448
0,668 3,03x102 -1,406 234,468 13,792
Senquirguina (13)
(PM=365)
0,00065 3,82x10° 4,418 0,237 0,014
0,00261 1,54x10* -3,814 0,853 0,056
0,01044 6,14x10™ -3,212 3,811 0224
0,04175 2,46x107 2,610 15,239 0,896
0,167 9,82x10™ -2,008 80,955 3,586
0,668 3,93x10° 1,406 243,820 14,342
Retronecina base livre (3)
(PM=155)
0,00065 3,82x10° 4,418 0,101 0,006
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,405 0,024
0,01044 8,14x10™ -3,212 1,618 0,095
0,04175 2,46x10° 2,610 6471 0,381
0,167 9,82x10° 2,008 25885 1,523
0,668 3,93x10° -1,406 103,540 6,091

Continua
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umoles pmolesimg Log umolesimg pg rg/mg
Retronecina N-oxido -

(PM=171)

0,00065 3,82x10° 4,418 0,111 0,007

0,00261 1,54x10™ -3,814 0,448 0,026

0,01044 8,14x10™ -3,212 1,785 0,105

0,04175 2.46x10° 2,610 7,139 0,420
0,167 9,82x10° -2,008 28,557 1,680
0,668 3,93x10° -1,406 114,228 6,719
2,672 1,57X10" -0,804 456,912 26,877

Calimorfina base livre (22)

(PM=297)

0,00065 3,82x10° 24,418 0,193 0,011
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,775 0,046
0,01044 6,14x10™ -3,212 3,101 0,182
0,04175 2.46x10° 2,610 12,400 0,729
0,167 9,82x10° -2,008 49,509 2,918
0,668 3,93x10° -1,408 198,396 11,670

Senecioilretronecina base livre (14)

(PM=137)

0,00065 3.82x10° 4,418 0,154 0,009
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,619 0,036
0,01044 6,14x10™ -3,212 2474 0,146
0,04175 2,46x107° -2,610 9895 0,582
0,167 9,82x10° 2,008 39,579 2,328
0,668 3,93x10° -1,406 158,316 9,313

Senecicilretronecina N-6xido

(PM=253)

0,00065 3,82x10” -4.418 0,164 0,010
0,00261 1,54x10™ -3,814 0,660 0,039
0,01044 6,14x10™ -3,212 2641 0,155
0,04175 2.46x10° -2,610 10,563 0,621
0,167 9,.82x107 -2,008 42251 2485

0,668 3,03x10° -1,406 169,004 9,941
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Calculos utilizados para transformacao das porcentagens de liberagio em
probite e para determinacao da Dose de Liberacao 50 (DLibs) (segundo
Piedrabuena 1975) (discussao de analises de probite em Finney 1971).

1. Transformagao da concentragdo de APs (umolesimg da presa) em log da

concentragao (1og4g) (X);
2. Determinag&o das probites empiricas (Ye) correspondentes as proporgoes de

liberagéo observadas, utilizando-se a Tabela iX de Fisher e Yates (1963);
3. Determinagcdo da probite proviséria (Yp) por extrapolagdo da equagio da reta

determinada através da Ye;
4. Determinacéio da probite de trabalho (Yw), entrando-se com o Yp na Tabela IX de

Fisher e Yates (1963):

Yw=(Y-P/Z)-(I/Z).p, onde:
Y-P/Z=probite minima o.peracional
I/Z= intervaio
p= propor¢ao de liberados;

5. Determinagao do coeficiente de ponderagéo (W) entrando-se com o Yp na Tabela IX

de Fisher e Yates (1963);
6. Determinag&o de NW = niimero de individuos em cada concentragéo x coeficiente

de ponderacio;
7. Calcuios de x.NW; x°.NW; YW.NW; YW’ NW e x.Yw.NW;
8. Determinagéo de x, Yw, 2¢, TYW, IxYw, x%n2), b’ e a', onde:

x =X NW/ZNW
Yw=2YW.NW/ZNW
TX%=3 X NW — [(Zx.NW)ZZNW]
YYW=Y Yw? NW — [(TYw.NW)ZSNW)
2XYW=3 x. YW.NW (2. X NW. 2 Yw.NW)/ INW]
L= ZYW-[(EXYW)EX]
b'=YxYw/Yx?
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a'=rw-b'. x;
9. Determinacao da equacao da reta de regress3o, de tal forma que Y=b'x+a' (l);
10. Calculo para testar a necessidade de um novo cicic de convergéncia:
b -b

o

< 0,005

Caso essa condicao n&o ocorra, comega-se um novo ciclo, partindo de que a
equacao () seria a dos probites provisorios (Yp). Repete-se, entdo, fodos os passos,
de 3 a 10. Repetem-se quantos ciclos forem necessarios até que se atinja a condigao
do item 10.

11. Determinagao da DLibsg a partir da equacgéo da reta final, onde Y=5. Pelo calculo do

antilog de 10, chega-se a DLibsy em pmoles/mg.
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Apéndice 3

1. Curvas de calibra¢do utilizadas na determinagcio da concentracao de APs, por
andlise colorimétrica, em borboletas Mechanitis polymnia alimentadas em laboratorio.

Tabela 14. FEquagdes da reta e r* da curva de calibragdo dos APs utilizados na
alimentagcdo de borboletas Mechanitis polymnia em laboratorio utilizadas para a

determinagéo da concentracdo de APs em cada individuo.

Alcaloides pirrolizidinicos Equacao da reta r
integerrimina:senecionina (10 e 17) y=0,0244x 0,99
senecioilretronecina (14) y=0,0176x 0,963
retronecina (3) y=0,0181x 0,823

2. Quantidade de APs, determinada por analise colorimétrica, em borboletas
Mechanitis polymnia alimentadas em laboratério ¢ nos capilares utilizados na sua

alimentacio.

Tabela 15. Quantidade inicial de APs (ng) oferecida a borboletas Mechanitis polymnia
e quantidade meédia de APs (ug), determinada por colorimetria, nos individuos
alimentados em laboratorio e congelados apés diferentes periodos de tempo, e nos

capilares utilizados na sua alimentacido. N= nimero de individuos alimentados em

laboratério.
Quantidade
Alcaloides pirrolizidinicos| inicial (pg) |ApésOh. N |[Apos6h. N | Apds24h. N | Capilares
Integerrimina:senectonina 0,87 3,21 ] 3,42 10 5,04 4 0,15
base livre (10 e 1T}

13,99 4,93 11 3,28 4 7.7 7 0,53
223,78 5,66 4 4,74 5 417 28 32,69

Senecioilretronecina 0,62 3,43 7 238 3 - 0 0.2

base livre (14

9,89 406 7 391 7 4,02 9 47

158,32 20,29 14 11,86 22 5,38 23 507

Retronecina base livre (3) 04 2,29 10 291 9 4,01 8 04
6,47 3,76 7 4,68 8 3,44 9 0,26

103,54 6,9 7 742 11 8,77 25 7,27
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Figura 20. A., B. e C. Amplificacdes do espectro do °C da analise de RMN dz
integerrimina:senecionina base livre (10 e 11) (Figura 19).
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Figura 76. Amplificagéo do espectro HSQC ('H-'°C) da analise de RMN da senecioilretronecina N-6xido (Figura 73).
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1. Testes de Independéncia G para testar diferengcas na porcentagem de
liberagao:predagdo entre os diferentes tipos de APs oferecidos a borboletas
Mechanitis polymnia testadas contra Nephila clavipes apés diferentes tempos

decorridos desde a sua ingestao.

1.1. 0 horas apés a ingestio de APs
Predou | Liberou
10e 11 15 0
14 16 5
G4=5,96; p=0,015
Predou | Liberou
10e 11 15 0
3 14 0
G+=Nao pode ser calculado devido a¢ excesso
Predou | Liberou
14 16 5
3 14 0

1.2, 6 horas apos a ingestio de APs

(G4=3,89; p=0,049

Predou | Liberou
10e 11 6 3
14 24 5
G+=0,99; p=0,319
Predou | Liberou
10e 11 6 3
3 19 0

G4=7,61; p=0,006

Apéndices

de células com valores iguais a zero.
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Predou | Liberou
14 24 5
3 19 0

G=5,42,p = 0,02

1.3. 24 horas apods a ingestao de APs

Predou | Liberou
10e 11 18 17
14 15 17
G+=0,14; p=0,71
Predou | Liberou
10e 11 18 17
3 30 4

G41=11,68; p<0,001
Predou | Liberou
15 17
30 4

G+=13,7; p<0,001

ol

2. Testes de independéncia G para testar diferencas na porcentagem de
liberagdo:predacao entre os diferentes tempos decorridos desde a ingestio de

cada AP.

2.1. Integerrimina:senecionina (10 ¢ 11)

Predou | Liberou
0 horas 15 0
6 horas 6 3
G4=6,63; p=0,010
Predou | Liberou
0 horas 15 0
24 horas 18 17

G1=15,61; p<0,001
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Predou | Liberou
6 horas 6 3
24 horas 18 17

G1=0,68; p=0,408

2.2. Senecioilretronecina (14)

2.3. Retronecina (3)

G+1= N&o pode ser calculado devido ao excesso

Predou | Liberou
0 horas 16 15
6 horas 24 5
G4=0,32; p=0,568
Predou | Liberou
0 horas 16 15
24 horas 15 17
G1=4,65; p=0,031
Predou | Liberou
6 horas 24 5
24 horas 15 17

(1=8,86; p=0,003

Predou | Liberou
0 horas 14 0
6 horas 19 0

Apéndices

de células com valores iguais a zero.

Predou | Liberou
0 horas 14 0
24 horas 30 4
G+=2,91; p=0,088
Predou | Liberou
6 horas 19 0
24 horas 30 4

G4=3,73; p=0,053
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Apéndice 6

Tabela 16. Concentra¢io e quantidade total de APs em borboletas Ithomiinae capturadas no campo -
determinadas por Brown (1987). Em negrito, espécies com quantidade total de APs igual cu superior &
guantidade de integerriminasenecionina base livre (10 e 11) ou N-Oxido necessaria para incitar 100% de
liberac&o por Nephifa clavipes.

Concentracio de Concentragdo de Total de APs
APs (ug/mg) em  APs (ng/mg) em em machos  Total de APs

Espécies de Ithomiinae machos fémeas (ng) em fémeas {ug)
Aeria elara 13 11 117 143
Aeria olena 25 16 225 208
Callithomia lenea xantho 5 4 120 12
Ceratinia neso 20 10 300 170
Ceratiscaa doto 11 5 154 75
Dircenna dero 17 9 680 405
Episcada carcina 16 20 272 360
Episcada clausina 57 53 912 201
Epityches eupompe 68 a2 1856 832
Garsauritis xanthostola 9 10 180 230
Godyris zavaleta 15 14 495 462
Greta andromica 72 80 1080 850
Heterosais giulia 27 8 540 192
Heterosais nephele 18 6 338 156
Hyalenna pascua 11 20 198 400
Hypoleria arzalia 11 5 154 75
Hyposcada egra 7 2 140 44
Hypothyris euclea 22 15 484 375
Hypothyris ninonia

daeta 33 28 825 756
ithomia agnosia 54 20 756 320
Mccelungia salonina 17 11 272 187
Mechanitis lysimnia 38 18 850 630
Mechanitis polymnia 18 24 504 1080
Melinaea ludovica 6 13 330 780
Melinaea menophilus 36 13 1980 780
Melinaea mneme 63 12 3465 720
Methona themisto 6 10 600 1200
Napeogenes

cyrianassa 77 35 1386 700
Napeogenes inachia 54 36 702 504
Oleria astrea 20 19 260 285
Olyras crathis 12 3 1320 330
Placidula euryanassa 20 20 1080 1300
Prittwitzia hymenaea 28 17 392 272
Pseudoscada erruca 49 27 735 459
Pteronymia carlia 78 36 1092 812
Rhodusa cantobrica 3 33 558 660
Saia rosalia 36 18 900 432
Scada karschina 131 67 1048 603
Scada rechkia 97 32 582 224
Thyridia psiddi 27 22 1728 1540

Tithorea harmonia 3 3 180 225




