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RESUMO

Alcaldides pirrolizidinicos (PAs) s8o ésteres de 1-
metilhidroxilpirrolizidinas, sendo o aminodlcool chamado de base
necina e a parite &acida de Zcidos nécicos. Geralmente ccorresm em
forma de monoésteres, diésteres abertos ou cilclicos, podendo
apresentar uma insaturac8o no anel (PAs insaturades) ou ndc (PAs
gaturados). Estas substdncias apresentam mais de 200 estruturas
isoladas de plantas, ocorrendo principalmente em Senecio,
Eupatorium (Asteraceae), Crotalaria (Fabaceae) e Heliotropium
{Boraginaceae). '

PAs apresentam atividade farmacoldgica (hepatctoxicos,
cancerigenos, anti-cancer) e biolégica (mediadores quimicos de
interaces planta-herbivoros-predadores). Neste segundo aspecto,
o estudo se concentra na aguisic@o de PAs de fontes vegetails por
parte de lepidopteros (Arctiidae, Danainae e Ithomiinae). Estes
PAs s&o adguiridos de plantas hospedeiras da larva, ou de fontes
de néctar ou farmécos de adultos destes lepidépteros. Estes
ingetos sequestram esses alcaldides de fontes vegetails,
" tornando—se  guimicamente protegidos contra predadores, além de
muilitas vezes utilizarem PAs como precursores de ferombnios.

Neste trabalho, foi realizada a andlise quimica por CG-EM
de trés espécies de borboletas da subfamilia Ithomiinae e de suas
plantas hospedeiras da larva e fontes de néctar ou farmacos de
adultos. As andlise mostraram que:

1. Tithorea harmonia pseudethra sequestra PAs de sua rlanta
hospedeira Prestonia acutifolia (Apocynaceae: Echitoideae), além

de machos adguirirem estes alcaldides de fontes +vegetais
visitadas pelos adultos. .
2. Aeria olena olena wutiliza como planta hospedeira da

larva Prestonia coalita, na qual nd3o foi constatada a presenca de
PAs, mas adultos recém emergidos da pupa miitag vezes apresentam
PAs. Além disso machos adultos adquirem PAs de fontes vegetals
PAs.

3. Mechanitis polymnia polyvmnia utiliza varias espécies de
Solanum como planta hospedeira da larva, as guais n&o aprecentam
PAs. Machos adultos adquirem PAs de fontes vegetals.

Fémess das trés espécies devem adquirir PAs dos machos por
ocasifo da cdédpula. ; ,

Tante individuos machos guanto fémeas das trés egpécies
scima apresentam principalmente dois alcaldides pirrolizidinicos
1,2-insaturados 1= esterificados no C-9: licopsamina e




intermedina. Estes PAg estlo sempre presentes numa proporcBo que

varia de 100% licopsamina &até 7:1 de licopsamina. Outros
diastereoisomeros destes alcaldides n&o foram encontrados nos
iepidépteros. .

A andlise quimica por CG-EM de plantas hospedereiras ‘da
larva e fontes vegetalis visitadas por adultos mostrou um amplo
ezpéctro de PAs (47 estruturas) sendo gque o©s PAs encontrados com
mais abundsncia e freguéneia eram licopsamina, intermedina,
equinatina, rinderina, indicina, supinina & amabilina. Estes PAs
foram isolados, e caracterizados por métodos fisicos. Além disso
um  novo alcaléide (levigatina). foi isolado de Eupatorium
laevigatumn. : - S :

Além destes PAs foi semisintetizado calimorfina (um PA
muitas vezes biossintetizado por mariposas da familia Arctiidae)
s partir da esterificac8Bo do C-8 da base necina retronecina com ©
rac—écido 1l-acetil-metil-butandico. .

Estudos de incorporacdo de PAs (licopsamina e aquatro de
oeus diagtereosomeros conhecidos - indicina, intermedina,
equinatina e rinderina, &lém de amabilina) por adultos de
Ithemiinae ., sem acesso a estes, moatraram gue:

1. Fm machos, as estruturas s8o transgformadas gquase que
totalmente para licopsamina (80%) e intermedina (20%). '

2. Em fémeas, as estruturas g0 parciaslmente transformadas
(por volta de BO%) para licopsamina.

A transformacio  estereoguimica de PAs por parte de machos
deve estary ligada a evolucsio da aquisicBo de PAs por parte degte
lepidopteros e se reflete na producéo de feromdnios. Pémeas
devem adguiriyr os PAs j& modificados por ocasifio da coépula, pois
raramente visitam fontes de PAs. .

Experimentos de incorporaglio de PAs narcados
radioativamente com 14C por Mechanitis polymnia mostraram que:

1. Individuos alimentados como larva incorporam PAs menos

eficientemente. gque aqgueles alimentados como adultos, e 2.
monoésteres terciarios s8o N-oxidados mais eficientemente que
macrociclicos. Estes resultados refletem a bioclogia de M.

polvmnia, a qual ndo se alimenta quando larva de plantas com PAs,
além de ndo visitar, auando  adulto, fontes vegetais de Phe
macrociclicos. , _

Ensaiocs efetuados com adultos capturados no campo - € recém
emergidos da pupa comprovam gue PAs apresentam atividade de
protecdc quimica destes lepiddpteros contra a predacio por parte
da aranhs Nephila clavipes.




ABRBSTRACT

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) are esters derived from 1-
methyvl-hidroxyl-pyrrolizidines; the aminoalcohol is called a
necine base and the esterified acid a necic acid. PAs occur as
monoesters and open or cyclic diesters, the ring being saturated
or unsaturated. There are more than Z00 structures of PAs
jsolated from plants, mainly Senecio, Eupatorium (Asteraceae),
Crotalaria (Fabacese) and Heliotropium {Boraginacease).

PAs have shown pharmacological - (hepatotoxic, cancerigen,
anti-cancer activities) and Dbioleogical activities {chemical
mediators of plant-herbivore-predator interactions). Within this
later category this study is concentrated on the acguisition of

PAs by  butterflies (Danainae and Ithomiinae) and moths
(Arctiidae )} from plant sources. Thege alkaloide are geguestered
by insects from larval  host plants or adult sOUYCES.

Sequestering theése PAs, insects becams chemically protected
agalnst predators, and alsc utilized PAs as pheromone precursors.

Iin +this work, PA  chemical patterns from 3 Ithomiinae
putterfliea, their larval host plants and adult sources have been

atudied by GC-MS. This studyv showed that:

1. Tithorea harmonia pseudethra sequesters PAs from its
larval food rlant Prestconia acutifolia {Apocynaceae:
Echitoideae), and also acguires these alkaloids from adult plant
sources. -

2. Aeria olena olena utilizes as larval host plant

Prestonia coalita. No traces of PAs were verified in this plant.
but recently emerged adults some time contain PAs. Wild caught
adulte acguire PAs from adult vegetal sources.

. 8. Mechanitis polymnia polymnia wutilizes several Solanum
species as larval host plants (not PA plants). Wild caught males
acguire PAs from adult plant sources.

Males and females from these +three species present mainly
two 1,2-unsaturated monoester PAs esterified at C-9: lycopsamine

and intermedine. These PAs are present from 100% to 7:1 of
lyvcopsamine. Other distereoisomers are not found in these

butterflies.

GC-MS chemical analyses of larval host plants and adult
vegetal sources showed a large array of PA structures, the more
abundant anad frequent PAs being lvcopsamine, intermedine,
equinatine, rinderine, indicine, supinine and amabiline. These
PAs were isolated and characterized by physical methods. A new
BA (laevigatine) was iscolated from Bupstorium laevigatum. :

Callimorphine (& biosynthesized inzgect PA) was



semipynthesized from retronecine esterified at C-8 with the rac-
1-acetvi-methyl-butancic acid.

Incorporation of PAs by PA deprived adult butterflies {with
lyvcopsamine and its four known estereolisomers -~ indicine,
intermedine, equinatine and rinderine) showed that:

1. Males isomerize PAs to mainly lycopsamine.

2. Females change only part of these PAs to lycopsamine.

The stereochemistry inversion of 7-OH PAs may be closely
related to the evolution of acguisition of PAs by butterflies and
moths, reflecting in the biosynthesis of PA derived cheromones.
Females may acquire transformed PAs from males by malting, because
they rarely visit adult sources of Phs. ,

Incoporation of labeled 12C  PAs by Mechanitis polymnia
showed that:

i. When PAs are fed to the larvae, M. polymnia incorporates
jeza PAz than when it fed to the adult, and Z. free monoesters
are more efficiently N-oxidazed than free macrocyeclices by larvae
snd sadulis. These resulte reflect the biology of M. polymnia,
which does not feed as larvae on PA plants, and does not visit as
adult macrocyvelic PAs sources.

Bioassays with wild caught and recently emerged adults
showed that PAs have ecological activity of chemical protection
against predation by the orb weaving spider Nephila clavipes.




CARP Tyt ey L

I NTRODUCHACS

1. IWYERACEC QUIMICA EWTRE INSETOS E PLARTAS.

Iinteracles ecoldgicas entre seres_mvivos como  predagiol,
par&sitismo?, competicHod e mutualismot envolvem muitas vezes
a utilizacgdo de sﬁbsténcias cuimlcas.

Quands se observa o universo de .insetoa fitdéfagoes,
Verifiga“ae gue existe uma incapécidade destes insetos utilizarem

em graznde escala estas plantas (Feeny 1975). Existem dJduas

1. Predsgdo: Relacdo alimentar entre organismos de espécies
diferentes, benéfica para um deles (predador), a custa da morte e
consumo de outrosg (presas).

2. Parssitismo: Interazfo na gual um héspede (parasitsa) mantém—-se
temporaria ou permanentemente  sobre ou no interior de outro ser
vive (hogpedeiro) e a este prejudica. :

3. Competigfo: Uso ou defess de um recurso por um individuo, o
qual reduz a utilizacl3o desse recurso por outros individucos. A
occorréncia entre individucos da mesma espécie &€ chamada competic8o
intraespecifica, e entre individuos de espécies diferentes &
chamada competigBo interespecifica. '

4. Mutuwalismo: Interacfo obrigatéria ou facultativa entre duas
egpécies, com heneficio matuo, de tal modo gque a aptidio dos
individuoe de embag espécies tende, em médiz, a ger maior do que
ge elas nio filzeseem parte desta interagdo.

5. Fitdfago: wm organiemo gue consome plantas vivas ou suas
partes.
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' hipéteses para explicar este fenbmeno: 1. os fitéfagos nag s80

. limitados pela guantidade de alimento disponivel e sim por outros
fatores, tais como clima {Ehrlich & Birch 1887) ou predacao )
parasitismo (Hairston et al. 1980), e 2. nem toda a fitomassa &
digpbnivel como alimento para o8 fitéfagos devido - a sua
composic&o guimica (Sinclair 1975).

Stahl, 1888 (apud Rhoades 1978) fol o primeiro autor a
sugerir que as propriedadés gquimicas das plantas estariam

envolvidas na defesa de plantas contra fitéfagos. OSubsténcisse do

metabolismo secundédrio de élantas (o térmo &€ de Paech 1850 apud
Fraenkel.1959) seriam responsaveis pela protecfo guimica das .

. plantas 'contra fitéfagos. Segundo proposicdio de Fraenkel (1859)
esta seria a ‘“raz8o de ser" destas subsﬁ&ncias em plantas.
Segundo  esta teoria," estes comgostos foram inicialmente,
seleéionados como repeléntes contra fitdéfagos em geral, atuando

'posteriorﬁente como atraentes para lespecialistas gque conseguiram
ultrapassar estas'barreiras quimicas.r

Ehrlich & Raven {19585) propuséram gque substéncias
secundirias exeréeriam um papel funaémental‘na cpevolucéoe entre
bgrboletas e suas plantéé hospedeilras da larva. A producao de
substéncias secunddrias em plantas em resposta ao atague de

insetos fitdfagos, e a resposta evolutiva reciproca destes para

6. Coevoluglipo: Mudanca de um cardter nos individucs de uma
ropulaglc em resposta & um cardter dos individuos de uma outra
populaglo, seguida  por ums resposhba evolutiva dessa populscio &
mudanga da primeira. Esta definic8c, atualmente aceita, foi
elaborada por Janzen (1880). 0 termo empregado por Ehrlich &
Raven (1865) foi utilizado wpara descrever as adaptacBes e
contraadaptacbes entre plantes e fité6fagos.
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) ultrépass&r eastas Larreiras qﬁimicas, seriam o8 fatores

. determinantes na evolucBo das bofboiatas e outfos fitSfagoes.
Entretanto, Futuyma (1883) argumenta que estas substéncias, na
grande malioris das Anglospermas., terlam surgido em plantas antes
do adventé dos insetos fitdfagos, devido &8 presstes seletivas
diversas (Pafégenos, rarasitas, competic&c). Na maioria dos
casos8, a d@fesa contra insetos foi um efeito acidental destes
compostos, OCOrrendo postefiormente adaptacdes sequénciais dos
fit6fagos & estas substanoias_

Segundo Robinson (1974) e " Seigler & Price (1978),
substéncias do metabolisﬁo secundéuio também poderiasm ter origem
funéional no metsbolismo primidric das plantas.

Em um recente artigo, Williaﬁs.et al. (1989) discutem éeis

hipoteses a respeito da origem das substancias do metabolismo

secunddrio de plantas. As hipb6teses apresentadas sfo oY)
'seguintesi
1. Estas substéncias devem ter se originado através de

mutagles, e seriam 'seletivamente neutr&s (nﬁc apresentariam
vantagens ou désvantagens seletivas"para o8 _organismoé gue as
produzen) - l

M2. "Bvolugso em progresso”, baseada na idéla geral gue o
metabolismo secunddrio & “um reservatério de uma variedade ndo
funcional da gual novos processos funcionais podem emergir” em
walgum tempo devido a selegBo nétﬁpal.

3. ©Substéncilas do metabolismo secunddrio sfo residuos ou

produtoe de detoxificaglo.

4. A sintese de enzimas gue 8io designades para executar os
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1

pfoceasos do metebolismo secunddrio, permitem a rede de enzimas
que é operativa no metabolismo primirio continuar a funcionar.
Nesta hipbtese os processos de metabolismos ‘sec_undério 580 mais
importantes que os produtos.

5. Em algum ponto da hist.éri;a evolutiva dos organismos, as
substéncias do metaebolismo secunddario, as gquais JA& existiam
(existem)} tiveram (tem) um papel (metabolico) funcional.

6. Substéncias do metabolismo secundarioc s8%o a medida da
aptidfo de um. organismo a sobrevivéncia. A habilidade para
sintetizar uma gamé de metabolitos secundarios, os quais atuam em
interag®es ecoldgicas teriam evoluido como uma faceta da
estratégima de sobrrevivéncia deste organismo.

As hipb6teses 1 a 3; e b séio criticadas devido aol alto custo
metabdlico envelvido (muitas kilobases de DNA) para a produclo e
manutenc®o de substéncias cio metabolismo secﬁndério através do
.proceaso evolufivo Dars substéncias sem "func8oc”. A hipdtese 4, |
também & criticada devido a auséncia de um papael funcional rara
as substéncias do metabolismo 3ecundér-io.; ov aual & amplamente
conhecido. | |

A hipéf.ese 6 é defendida, sugerindo-se que as interacdes
ecolbgicas que deram origem a estas substincias provavelmente
eram entre organismos ancestrais de vegetais inferiores e
superiores (p.e. micrcorganismos). Estas substinciazs estip
presgentes nos organismos atuals, sendo gque sua atual funcfo

muitas vezes niic tem mais relacg\o com a pressiio seletive original

que deve ter dado origem a elas, reprepentando capos tipicos de
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exaptacdo™.

1.2. CONSTITUINTES QUIMICOS.

Substé‘mcias do metabolismo secundario, com poﬁcas.excec?}as,
podem ser classificadas através de suas rotas metabélicas em: 1.
fenilpropancs, 2. acetogeninas, 3. terpendides, 4. esterdides, e

5. alcaléides (Figura 1) (Whittaker & Feeny 1871).

Metabolismo » Carbohidratos

de Agiicares

— Acetatos - Energin

L TERPENOS ———— ESTEROIDES

1 = {zorduras

ACETOGENINAS =

|

FENILPROPANOS — Ligninas

Metabolismo
de Aminodcidos

I - - —= Proteinas

=~ ALCALOIDES

Figura 1-1f Relagogs metabdlicas dos maiores grupos de compostos
secundédrios (em letras capitaias) com o metabolismoe primario (de
Whittaker & Feeny 1871).

Seguindo a abordagem inicial de Fraenkel (1858), Whittaker

& TFeeny (1971) discutiram mais detalhadamente o papel das

7. Exaptac8o: Termo que descreve carsdteres gque proporcionam
atualmente vantagens adaptativas a um dado organismo, mas hég
foram moldados pela selecl8ic natural para a corrente funcBo (Gould
& Vrba 1882).
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subaténcias secundariass na comuﬁieacao guimica intraespecifica
{aleleoquimicos®) e interespecifica (p.e. feroménioég}.

Interacles alelogquimicas entre plantas, fitéfagds e seug
rredadores foram  revistas e discutidas por Whitman (1888),
mostrando que substéncias -aleloquimicas rodem- atuar
diferentementé COmMo 1. alombnioslo, 2. calrombniomsil, 3.
sinoménioslz3 ou 4. antimSniosls3,

Como exemplos de aloménios em interactes fitéfagos—ﬁlantas

rode-se citar subaténoias repelentesld e t6xicaslf (Feeny

8. Aleloguimicos: Substéncias quimicas produzidas e liberadas por
um  organismo de umsa e=pé&cie, gue afetam o desenvolvimento,
comportamento ou a estrutura populacional de organismos de outra
espécie. -

. 9. Feromdnios: Substéncia quimica produzida por um organismo,
liberada no meio e utilizada para comunicacsHo intraespecifica.

10. Alombénios: Substlncias quimicas produzidas e liberadas no
meio por organismos de uma espécie e captada por organismos de
outrs espécle, resultando em vantagens  adaptativas para o

- organismo emissor, podendoe ou nfo ser desvantajosa para o
organismo que a recebe.

11. Cairomdnios: Substincias quimicas produzidas e liberadas no
meio por um organismo de wma espécie e captada por organismos de
outra espécie, resultandc em vantagem adaptativa 8o recebedor e
desvantagem ao emissor.

i2. Sinomdbnios: Substidncias que 88p slombnios e cairombnios =20
mesmo tempo, cuja transmismsdc do emissor ac receptor (de outra
egpécie) leva a beneficios para ambos (como codor de adverténcia,
ou straente de polinizador ).

13. Antimbnios: Substéncias liberadas ccasionalmente por
organismos. as guals produzem reacles noe orgenismos recebedores,
que sio desvantajosas do ponto de vieta ecoldgico tanto pars o
organismoc que emitiu, guanto para o organismo que recebheu.

14. Repelentes: Substéncias guimicas capazes de, por
guimictaxia, provocar estimulos negativos sobre orgsnismos.
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1970, Levin 1876, Blau et al. 1978, Tabashnik 1987). A
- detoxificagio enzimatica € muitas vezes utilizada por insetos
fitéfago& para contornar estes tipos de Dbarreiras quimiéas
{Bratteten 1879, Yu 1987).
| Como exemplo de cairombnios ﬁestas interagtes pode-se citar
gubsténclas produzidasg por plantas, as quals s8o utilizadas por
fitéfagos como estimulos de oviposiclo (Feeny et al. 1983) ou de
alimentag&o (Pliské 1878b, 1875c, Bowers 1883, 1984).

- Os casos de sinomdnios mals conhecidos s8o de substéncias
que promovem & medliagdo _quimica entre Angiospermas e seus
polinizadores, on&el gsubsténclas wvoliteis de ©plantas atraem
polinizadores (beneficianap a planta) e servem como nutrigdo e
locais de sinalizac#o da:cépula (Barth 1985 e Pellmyr & Theiﬁ
1986). Substénciass voldteis de plantas podem servir como
atraentes para_pérasitéides e predadores de seus hospedelros (ver
Whitman 1988 ¢ referéncias contidas).

Existem alguﬁs exemplos descritos‘ na literature sobre
gubsténcias atuandor como antimbénio, pof exemplo, © caso de
plantas_“que regtringem o© acesso & sBuas flores esomente a
polinizadores especializados devido a adaptacgles quimicas
(Whitman 1888). Sendo ¢ néctar ou pélen destas plantas tdéxico a
visitantes generalistas {ou nd8o especialistas), a auséncia
egpacial ou temporal do polinizador especialista, levarias ao

envenenamento de polinizador generalista ocasionais, o gue iria

15, Téxicosg: Substéncocilss que afetam o funclonamento de célules,
tecido, orgsnismos e sistemas, reduzinde sua eficiéncia de
congervagiio de energia.
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tornar-se desvantajose para a planta.

Interagbes aque envolvem cairombnios e antimdnlos s3c
&esvantajosas rara o organismo produtoer, portanto tendem a ser
consideradas como maladaptacBes, tendendo a ser desestabilizadas
ao ponto de vista da selecéo natufalk(Blum 1974, Pasteels 1982).
Entretanto como organismos interagem com multas esﬁécies, uma
substancia que apresente efeitos deletérios em uma situac8io pode
apresentar efeitos benéficoe em outra e ser evolutivamente
favorecida. A multipla funcionalidade de tais aleloquimicos faz
com gque seja kdificil caicular o wvalor 1iquiéo destes (Whitman
1988). - |

Cqmo exemploldé sitﬁac&o acima descrita pode-se descréver O
caso de alcaléides pirroliéidiniéos (Pﬁs) os gqualis podem atuaf
como: iy '

1. 'aloménios em'relac%o (é) &4 plantas produtoras de PAs
conbtra fit6fagos polifagos (Vrieling 18380, Vrieling et al. 1891),
e (b) & iﬁsetos espécialistas que. segquestram PAB destas plantas e
s8o protegidos quimicamente coﬁtra predadofes {(Brown 1884, 188b0,
Masters 1990, Eisner & Eisner 1991, Trigo et al. 1893).

| 2. cairombnilios em reiagéo a planta produtora e © inseto
_especialista que a utiliza (Vrieling 1880).

| 3. sinoméniocs em relac8o a planta produtora {(no caso de
flores e inflorescéncias) e.os insetos especialistas gue as
'viSitam, provavelmeﬁ%e polinizando-as (Pliske 1975a, DeVries &
Stiles 1990). ] |
A comunicacﬁo guimicea intraespecifica mediada pox

pubstincias chamadas feromdnios pode apresentar diferentes
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fungdes como: 1. comportamento reprodutivo, 2. regulacBo e
~reconhecimento social, 3. controle de diferenciacfo de castas, 4.
alarme.es defesa, 5. marcacBo de territorialidaﬁe e trilhas, e 6.
localizac8&o de alimentos (Whittaker & Feeny 1971).

A Tabela 1.1 apresenta as iﬁaiore_s classes de compostos
secundarios de plantas, envolvidos em interacdes planta-animal.
Rosenthali & Janzen (18789) e Harborne (1888, 1889) apresentam
revisBes sobfe_es‘bes constituintes e suas fungbes em interacies

ecoldgicas.
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Tebela 1.1. Maiores classes de compostos secunddrios de plantas
- envolvidos. em interagles planta-animal (modificado de Harborne

1988).

£lasse Ly Distribuiclo ' fAtividade

CoRPOSTOS MITROGEHADOS

flcaldides £300 fnglospermas Tdxicos, repelentes,
' atrasntes, feroaénios
fiminas - 160 fngiospersas : Repelentes, atraentes
fminvécidos n¥o 400 Eesentes de lLequminosas . Yoxicos, atraentes
proteicos '
Blicosidens rianogénicos 30 Esporadica, especialsente em frutas e Venenosos
folhas

TERPENOIDES

Honoierpenos 1606 Asplg, er 6leos essénrials Atrzentes

Lactonas 1300 Priﬁcipélaente e Asieraceae ' Thzicas, repelentes,

sesguiterpénicas : atraentes

Diterpendides 2000 hﬁpla, esperialeente e latex & Toxicos, repelentes -
resinas de plantas

Cucurbitacinas 50 Principalsente eg Cucurbitacean Toxicas

Cardenclidas 150 fsclepiadaceas, Aporynaceae e Tdxicas, repelentes,
Scrophulariaceas atraentes

Fenbi 1008

Flavondides 4000 Angiospersas ¢ Gisnospersas ftraentes, tdwicos
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. 2. ALCATLOIDES PIRROLIZIDINICOS E LEPIDOPTEROS.

2.1. ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS (PAs).

Alcalb6ides pirrolizidinicos (PAs) constituem umé smpla
classe de-produtos naturais com mais de 200 estruturas isoladas,
océrrendo priﬁcipalmente.enxgﬂantas do género Senecio, Eupatorium
(Asteracesae), Crotalarda {Fabaceae), e Heliotropium
(Boraginaceaé) (Robins 1982, 1881, Mattocks 1886, Rizk 1891).
Egtima~-se que 3% das Angiosspermas contém estes alcaldides.

O ane% pirrolizidinico é um sistema l-azabiciclo-[3.3.01-
betano e PAs sfo usualmente constituidos de uma base necina (1-
hidroximetilpirrolizidina [ Esgquema 1.11, ou-derivadas desta [ver

Figura 2.1, Capitulo 21).

T 5
Gl\/N 2 |
s s

1 —hidroximetilpirrolizidina

OH

Esguema 1.1.

Estas bases diferem no grau de hidroxilac8o, estrutura e
esterepguimica dos substlituintes e grau de insaturagldo do anel.
Geralmente s8o esterificadas nos C-9 es/ou C-7 com uma variedade

de cadelse ramificadss (geralmente acidos carboxilicos, também
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' chamédos &cidos néclicos ou dcidos esterificantes), ocorrendo em
. forma de wmonoésteres, macrociclicos, ou diésteres, com a bage
necina 1,2-insaturada ou nfo (Esquema 1.2)18 (Mattocks 1972).

Segundo Hartmann (1988) estes alcaléides ocorrem majoritariamente

em plantas na forma de N-d6xidos.

OH ' \
- CH OH
QH O ; : -
. —’//\”/0 4
4] OH ‘ .
‘T | _ | o I 6 oH
} : y

monaéster N-dxido ’ © digster N—édxido 1,2-insalurado
i.2~insaturedo :

di€ster mncrociclico N—dxido
‘1. 2—-Insaturado

Esguema 1.2.

Em relacag a nomenclatura, PAs s8c gervalmente conhecidos
pelos seus nomes triviais (usualmente derivados de nomes de suas

plantas de origem). A nomenclatura sistemdtica ngs & utilizada

com frequéncia. Culvenor et al. (1971) comenta & nomenclatura

i6. Ver mals estruturss de PAs na Filgure 2.2, Capitulo 2.
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sistemdtica. As bases necinas s8o denominadas como derivados de
pirrolizidinas (se saturadas) ou pirrolizinas (se insaturadas);
entfic a heliotridina & um 7—a—hidroxi¥1~hidroximetil—5,B,T,éa—

tetraidro—-3H-pirrolizina {Esquema 1.3a).

(+)—heliotridina

‘Esguema 1.3a;

Os nomes sistemdticos sdo adaptados a FAS monoésteres e
macrociclicos. Por exemplo a supinina é {(6,6,7,8Ba-tetrahidro-3H
pirrolizin-i-il)-metil-27°,3 " -diidroxi-2 -isopropil-butirato

(Ezquema l:Sb}.
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(—)—supinina

Esguema 1.3b.

Para diésteres magrociclioos um sistems diferente &
utilizado: as raizes "crotalanina” e "genecanina” sdp usadas para
eatruturas maoréciclicas ae 11- e 12—membvos respectivamente
(Cﬁlvenor et al. 1971).. Entao, monccrotalina & 123, 13B-diidroxi-
"12a,13a,14a-trimetilerotal—1-enina, e a senecionina é trans-15-
etiliden0m128~hidroxi-lZa,188mdimetilaenec;l—enina | (Esquemna
1.3c). |
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Senecionina Monocrotalina

Esguema 1.3c.

i

Deaidropirrolizinas, que 88y metabolitos importantes de
PAs, 880 nomesados como ﬁﬁ%pirrolizinas, e mantém & mesma
numnerac8o dos PAs relacionados. A desidroretronecina & TH-

 hidr0xi~l—hidrcximetil—s,7~diidro—5ﬁhpirrolizina (Esquema 1.3d).

OH | ]
v s 2 OH

6 N\/B
5 3

Desidroretronecina

Esquema 1.3d.
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1

Estudos bieossintéticos de PAse{ver Hartmann 1888 e Robins
198%a pars revisfo) mostram gue o8 aminodcidos ornitina e
arginiﬁa— slio 08 precursores das bases necinaes‘, via putrescina e
homoespermidina. Os &cidos nécicos s8o derivados - de  a-

aminodcidos (isoleucina, wvalina, leucina e treonina) (Figura

1.2).
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NHz ' . \/I\I/NHE

H C€OH ~ H COH ' Co.H
_ s
Ornitina Arginina iscleucina
1 3
NHg NH;
1!

NH; NH.,

Pubkreaoina

Senecionina
H
Homeespermidina
Figura 1.2. Rota biocsintética da senecionina. A base necina

origina~se da ornitina/arginina via intermediarios simétricos
putrescina e homoespermedina. Iscleucina é o precursor do A&cido
nécico (Hartmann 1888).

RevisBes sobre metodologia de extraclo, separacdo, andlise
e identificacBZc de PAs foram feitas por Mattocks (1986) e Rizk &
-Hussiney (1881).

O fato de PAs ocorrerem em ﬁlantas e animais como N-Oxidos,
implica na necessidade de uma reduclo destes alcaldides antes da

extragdo com sclventes orginicos da fase aguosa. Geralmente
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vtiliza—sae Zn em meio Acido, o gual converte rapidamente PAS:N;
- 6xidos em seus PAs terciarios correspondentes, o8 quals 8do
éxtraidos da fase aguosa alcalina com solventes orgéniéos
(Mattocks 1886). . OQutros métodos menos usuais podem ser
émpregados e uma revisio sobre os ‘meamos encontra-se em Mattocks
1886 e Rizk & Hussiney 1991.

A sepsarsgfio de mistursas de PAz se dé por meio de vAarios
processos cromatograficos,. | Os mais comung s8Ho: 1. coluna
cromatografica de "adsorg3o, com a utilizacéo de diferentes
adsorventes como O6xido de alumina, silica gei e silicé gel
alcalinizada, elui&os geralmente com um sistema de CHCls:HéDH ou
CHCl=:MeOH:NHsOH em diveréas rroporglies; 2. coluna cromatoéréfica
de partig8o, com a utilizacBo de Celite‘545 como suporte, tampaﬁ
fosfato ou solugdo de Borax como fase fixa e CHClsz como faée
‘mével. A técﬁica de distribuicéo contracorrente de modo
ascendente e descendente também é utilizada fver Mattocks 1986 e
Rizk & Hussiney 1Q91 para uma .reviséo ﬁe todos os processos
ceromatogréaficos de séparac%o dé PAs). |

Em escala analitica realiza-se geralmente CCD em silica gel
uwsando-se um gistema de aoivente de CHCle=:MeOH:NH40OH a diversas
proporcﬁes. A visualizacBo usualmente é feita via veapores de
io&o, ou Ccom um teste especifico para deteccBo de PAs
degenvoelvido por Mattocks (1867a), que envolve a oxidacloc de PAs
‘para seus N-6xidos com Hz0=z2, o tratamento com anidrido acético
para converter oes N-6xidos & pirrol € a subsequente reacio com
reagente de Ehrlich (4-dimetilamino benzaldeido) pars dar uma cor

purpur&—azuléd& caracteristics {Figura 1.3)}. Cromatografla
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1

gasgosa, cromatografia gasosa capiler (escopladas ou ndo a um
) detector de masaas), cromatografia liguida de alta eficiéncia e
eleletroforese 8Ho também utilizados para se 1dentificar PAs em
escala analitica (ver revis3o em Mattocks 1886 & Rizk & Hussiney
1981).

A quantificac8o de PAs por método colorimétrico baseada no
reagente de_ Ehrlich (ver Figura 1.3) foi desenvolvida por
Mattocks {(1967b) e modificada por Mattocks (1968), Bingley

(1967), Brown (1984,1885) e Trigo et al. (1993).

oR . : oRr
R 0, ~—O0H . 4
I: :HT: J CH30H N
. 3
} 0
- - ' OR
OR oR . OR OR X oR
+]L H + _
02 (o 0o
13
R OR
Roagente de
Ehrlich
N_—-—
|
Lo -
Flgura 1.3. Reacds de formaclo de cor em andlise

espectrofotométrica de Pas,
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¢

Em relaclo a elucidacg8Bo estrubural de PAs a espeotrcscbpia
~de UV  tem pbﬁco valor. A espectroscopia de IV evidencia a
pregsenca de duplas ligagles entre 1640 e 1660'cm—1; ésteres com
dcidos «,B-insaturados tem a carbonila conjugada entre 1710 e
1720 cm—1; carbonilas de ésteres éaturados absorvem geralmente
entre 1730 & 1740 cm~t (Mattocks 19886).

A RMN_ de proétons tem grande utilidade na elucidaclo
estrutural de PAs. Culvenor et al. (1865) e Culvenor & Woods
(1965} fizeram o primeiro estudo sobre o comportamento em IH-RMN
de bases necinas e PAs. A revisdo dada por Rizk & Hussiney
(1951) e Roeder (1981) mostram a utilizac8o de técnicas recentes
para a élucidac&o de PAs por RMN (p.e. experimentos de 2ZD-EMN
homo e heteronucleares). ,‘130~3MN também é mulite utili=zado na
elucidagéo estrutural de PAs. Molineux et al. (1982) e Roeder
(1280, 1921) revisaram o8 egpectros de 130~RMN‘de PAs.
| A espectfometria de massa (impacto de elétrons e lonizac&o
guimica) também & freguentemente utilizada {(muitas vezes
juntamente com cromatografism gmeosa) pars A eiucidac&o estrutural.
de PAs. A EM de impacto de elétrons (ver Bredenkamp 1991 para
reviséo) fornece dados sobre o padrio de esterificacdo do &cido
nécicq (C-7 ou €C-8 da baze necina) e insaturagdo ou ndc da base
necina (Bredenkamp 1981). A EM de ionizac8c guimica negativa
produz ¢ ion [M-H]l* abundante, e muitas vezes fragmentos de
‘massas intatos da parte do &dcido nécico ou base necina; a EM de
ionizagl8io guimica poaitivg produz o ion [M+HI+ abundante
(Hendrike et al. 19891). 7

Recentes reviefez sobre a sintese de PAs  foram reallzaedas
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por Wrdébel (1885), Robins (1885, 1886, 1887, 1888b, 1988c, 199§,
1891 e 19982), Ikeda et al. (1988) e Dai et al. (1990).

?&s apresentam uma ampla atividade biolégioa (ver Mattocks
1886 e Rizk & Kamel 1891 para revistes wrecentes), PAs
macrociclicos contendo ‘a base nécina_ 1.2 insaturada (p.e.,
monocrotalina) s8o hepatotéxicos, entretanto indicina N-é6xido

apresenta atividade anti-cancerigina.

2.2. MEDIACAO QUIMICA DE PAs ENTRE LEPIDOPTEROS E PLANTAS.

Do ponto de visté ecolégico, estes alcaldides s8o
importanﬁés media&ores guimicos em interacfes entre lepidépteros
(Arctiidae, Danainae e. Ithomiinae) e plantas. Lépidépteros
sequestram estes alcaldéides de fontes vegetais. Estas fontes
constituem-se principaimenﬁe de :@: 1. planﬁas hospedeiras da
‘larva; 2. néotér de flores; 3. plantes smecas ou em decomposicio.
Neste Wltimo _caso; borboletés assumem 1Um comportamento de
farmacofagia, istoc €&, visitam estas fonteé para a aquisicBo de_
subsﬁénoiaé quimicas necessarias A suas fisiologia, outra que
putricional (Boppré 1884). PAz tornam estes leplddpteros
guimicamente protegidos contra predadores, além de multas vezes
serem vtilizados como precurscres de ferombnios sexuals, p.e.
hidroxidanaidal (ver completa revisfo sobre este tépico em Boppré
1986 e 1990).

Masters (1981) mostroq gque a presencs de PAs em néctar atua

como inibldor para a wvislta de dgraulls vanillae {Nymphalidae:

Helleconiinae), um leplddpterc néo especiaslista na aguisicdo
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- destes alcalédides, Ele ‘sugefe que PAs em néctar devem
‘representar uma adaptacgl8o para excluir borboletas. Entretanto
Ithomminae e Danainae, eapecialistas‘ em PAs, sobrepujaram esta
barreira quimica. HEm ambos os casos, plantas com PAs no néctar
aumehtavaﬁl a consténcia floral (e assim a eficiéneia de
polinizacéo cfuzada) pela inibic&oc de wvisitas de Tborboletas

generalistas e atraindo borboletas especislistas.
2.3. PAs EM BORBOLETAS ITHOMIIMNAE,

2.3.1. BORBOLETAS DA SUBFAMILIA ITHOMIIHAE.

Borboletas da subfamilia Ithomiinae s8o miméticasi?,
aposemdticast®, e constituem Juntamente ch 08 Helliconiini e
Danainae, o2 modelos de impalatabilidade .melhor conhecidoes nas
propési¢$es originais do Mimetismo ﬁatesianolB {(Batesg 18B6Z) e
Millerianozo (Miller 1878, 1879). |
Fox (1949) e Fox & Real (1971)'classificaram O grupo COomo

familis, entretantco Ehrlich & Ehrlich (1967) e Scott (1985H) o

17. Mimetismo: Semelhanca acentuada de um organismo (mimico) a
outro (modelo) para enganar ou advertir um tekceiro (operador).

18. Aposemdtico: Cardter wvieual, suditivo, olfativo e/ou
comportamental de um organismo, advertindo seus predadores
potenciais sobre sua impalatabilidade ou periculosidade.

.19, Mimetismo Batesiano: Fenomeno em gque um mimico palatavel
imita uma espécie impalatdvel (o modelo), dimunuindo assim a
probabilidade de ser atacado por predadores.

Z0. Mimetlemo Milleriano: Convergéncila em  aparéncia entre
organismos desagraddveis, venenosos, perigosos ou impalativeils
(co-modelos), para distribuir o encargo de educaclo de operadores
ingénuos através de varias populacles e espécies.
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consideram comoc subfamilia dos Nymphalidae.

A subfamilia é essencialmente neotroplical, com poucas
éapécies além dos trdédpicos, tante no hemisfério norte, quanto‘no
sul (Fox 1967). Apenas as espécies do génerc Tellerveo ocorrem na
Oceania, fora da regilo naotropicél.(Ackery 1987).

Drummond & Brown (1987} relacionam aproximadamente 300
espécies 8H151 géneros e 12 tribos. A subfamilis Ithomiinae foi
A principio. ligado filogenéticamente2l com o8 Batyridae mais
primitiveos (Fox 1949), entretanto Gilkert & Ehrlich {1870},
Ackery & Vane-Wright (1884), Scott (1985) relacionam a subfamilia
com a subfamilia Dénainae.- | |

A morfologia, sistematica e taxonémiaa do grupd foi
amplamente estudada por.§r6wn & D Almeida (1870), Brown et aj;
(1970), Gilbert & Ehrlich (1970), Fox & Real (1871}, Lamés
(1973), Brown_(lé??a,b,iSBO), Mielke & Brown (1879), Fox (ver F.
Brown 1868, para a bibliografia completa) e D Almeida {(ver F.
Brown 1975, idem). -Diferentes aspectos da ecologias de b@rboletas
Ithomiinae na regi&o-neotropioél foram estﬁdados por Young (1872,
1873, 18974a,b,c, 1878a,b), Drummond (1876, 1886), Haber (1978),
Vasdoncellos—ﬁeto {1980, 1991) e Monteiro (1881). Brown (1277b)
_utilizouwse da distribuiglo geogrifics dé epprécies de Ithomiinae
e-ﬁeliccniini rarsa subsidiar um modelo de evolucBo em refugios

ralececoldgicos quaternarios.

21. Filogenetica: Relagles evolutivas dentro ou entre grupos.
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2.3.1.2. RELACAC ENTRE BORBOLETAS (ITHOMIINAE E SUAS PLANTAS
- HOSPEDEIRAS DA LARVA.

ﬂﬂi levantamento das -plantas hospedeifas da - larve de
borboletas da subfamilia Ithomiinae foi realizada por Drﬁmmond &
Brown (1887). Larvas da Subfamiiia Ithomiinae geralmente se
alimentam de plantas da familia Solanaceae, sendo as excegles
conhecidas: 1. ag tribos Tellervini e Tithoreini, e o género
Aeria gue se alimentam de Echitoideae {Apocynaceae), 2. Hyposcada
cyirginiana que ge alimenta de Columnea spp e Drymonia spp
{Gesneriaceae). Ainda ndo se conhece as plantas hospedeiras das
larvas de FRoswellia, Patricia, Athyrtis, Paititia, Aremfoxia,
Pagyris é Veladyris.

Brown (18856, 1987)A;n%0 ’encontrou correlac8o entre a
filogénia dos géneros de Ithomiinae e Solanaceae, e sugeriu que
ocorreu uma radiaclo déstes fitéfagos a parﬁir de Apocynacesae
gobre as Solanacese, posterior & diversificagéo 'destas prlantas
nas regides neotropicais- -

Drummond (1886), Vasconcellos-Neto klgél) éugerem gue a.
espeéificidaﬁe dos Ithomiinae sobre Solaﬁaceaa deve resultar
provavalmente ‘do comportamento discriminatério de oviposicgBo da
fémea{ infiuénciada por wuma constelacfio de pressdes seletivas
(predadores, parasitas, competidores), criando uma monofagia
mediada ecologicamente. Neste caso, a limitac8o fisioldgica das
-larvas_deve ter tldo um papel secundirio na especificadade  por

plantas hospedeiras.
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2.3.2. MEDIACEO QUIMICA DE PAs EM BORBOLETAS ITHOMIINARK.

2.3.2.1. EVOLUCAO E ECOLOGIA.

Edgar (1875) e Trigo & Motte (1280) sugeriram aque a
dependéncia de Ithomiinae e Danaiﬁae ror PAs se devia mo fato de
seus ancestrais terem ultrapassado av barreirs guimice de plantas
hospedeliras da larva cogtendo o alcaléide, adaptando-se a elas, &
obtendo conseguentemente vantagense adaptativas (auséncia de
competic8o por alimento, protec8io gquimica contra predadores,
utilizacio de PAs como Precursores derh pubsténcise pafa
- comunicag8o quimica intra é inter especificé). Ao coloﬁiéarem
Solanacene, essa dépéndéncia fol mantida e as borboletas
continuéram a adguirir o %ecursd PA de outras %Gﬂt&& (néctar ou
rlantas em decomposiclo éue apresentassem PAs). Boppré. {(1978)
‘argumenta que a'dependéncia de PAs foi asdguirida a partir de
borboletas anééstrais_ que Be ﬁornaram aptasg & assimilarem o
alcaléide de fontes de alimento do adulto. Essa assimiiaoéo foi
seletivamente vantajosa, pois ?ropiciava pfoteg&o quimica contra
rredadores. _ |

Pliske (1875c) e Trigo (1988) wverificaram gue plantas
(Heliotropium ~ Boraginaceae, Ageratum, Eupatorium, Trichogonila -
.Asfer&ceae) gue continham PAs eram intensamente visitadas por
machos adultos de Ithomiinae. Segundo Pliske (1975z) e DeVries &
Stiles (1990) estes lepidéptefos‘ estariam atuando como
rolinizadores pafa estas plgntas.

 Borb0lata5 Ithomiinae apresentamn duas sindromes de

aguisi¢sic de PAs (Trigo & Brown 1990 e Brown et al. 1891).
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Na primeira? larvas se alimentam de folhas de piantas com
PAs (Echitoideae: Apocynaceae), segquestrandc os alcaldides e
-transferindo—os rars o8 adultos recém emergidos atrsvés da pupa.
Machos adultos visitam continuamente fontes vegetais com PAes e os
utilizam na sintese de feroménios, provavelmente transferindo-osg
também as féme&# por ocaslsic da cépuia. Fémeas transferem PAs
péra o8 Ovos, provavelmente protegendo-os quimicamente. ﬁessa
sindrome fazem rarte oé Ithomiinae mais primitivos: Iéllérvo,
Iﬁthorea e Aeria.

Na segunda sindrome, larvas se alimeﬁtam de folhas de
Solanaceae (sém PAs), e os aduléos (prinéipalmente méchos)
sequestram.?ﬁs de fﬁntes vegetaie, utilizando-os de méneira
semelhante &ao da primeirajgindrome. Deﬁsa sindrome fazem parte.
todos os Ithomiinae cujas larvas se alimentam de Solanaceae.

Brown et al. (1991) sugeriram que estas sindromes foram
moldadas através do tempo evolutivo através de uma independéncia
gquimica da planta hospedeira por parte de borboletas Ithémiinae.
A interac8io inicial, entre borboletas e plantas hospedeiras da
larva com PAs seria desesﬁabilizada devido esta ser desvaﬁtajosa
para & pianta (neste casoc PAs atuariam como cairoménios). Com a
colonizagc8c de Solanaceae (sem PAs), os lepidépteros sinda
apresenfariam uma depend&ncia de PAs, mas  os sequestrariam de
fontes vegetais (principalmente flores), ocorrendo uma interacso
mutualistica, a qual seria selecionada Tavoravelmente (neste caso
PAp satuarism como sinoménios, garantindo veneficiose wpara oe

lepidéptercs, enquanto estes atuariam como polinizadores).
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2.8.2.2. COMUNICACAO QUIMICA. ¢

Pliske (1975b), Pliske et al. (1876) e Haber (1878)
propuséraﬂl que os pincéis -de pélos (orgéos androconiais),
presentes nas asas posteriores da grande maioria das egg?cies de
machos de Ithomiinae, liberariaﬁ substéncias quimic&é que
estariam atuando como ferombnios sexuais ou de agregacfo, ou na -
comunicac&o %nterespecifica.

Edgar et al. (1876) iéolaram de pincéis de pelos de sete
espécies (4 géneros diferentes) de ithomiinae a Z-hidroxi-2-(2~-
hidroxietil)-3-metil-y-butirolactona provavelmente deriveda de
dcidos nécicos de PAs (tiﬁo traqueléintico ou viridiflérice).
Schulz (1987) é Schulz et al. (1888) isolsram essa nesna
substidncia de pincéis de pélos do ithomiineo FPrittwitzia
hymenaea. Schulz (1992) sintetizou esta lactona, demonstrando
gue a configurac&o désﬁa presente nos pincéia de ©pélos de P,
hymenaca & 1’S;ZS,BR’(nomeada de ithomiclideo ﬂ), relacionada COM
a configuracio. absdluta do écido (—}mviridiflérico (43a) (dcido
esterificante do alcaléide licopsamina, ‘éc); outra lactona (a.
cetoiaotoné ithomiolideo B) também fol encontrada no lepidéptero
&cima em pequena quantidade e sua configurac8o também relacionada

com a do dcido (=)-viridifldérico (Esguema 1.4).
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O OH

acido (—)}~viridifidrico

'Esquema 1.4

Além da iactoné, a T-carbometoxi-~1,2Z2-desidro-(3H)~-
'pirrolizinrl-ol (metilhidroxidanaidoato -  Esguena 1.5) foi
isolada de PT hymenaea,. Mechanitis isthmia- veritabilis e
Tithorea | harmonia furia; uma série de  outros voléteils

~

provavelmente ndo derivados de .PAB também foram iscolados (Schulz

1987, Schulz et a«l. 1988).
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Metilhidroxidanaideoato

Esguema 1.5.

2.8.2.3. DEFESA QUIMICA.

HBorboletas da subfamilia Ithomiinae (Nymphalidae) 880
protegidas quimicamenté c;:mftra a aranha}Nephila clavipes (Brown
1884, 1985, 1287, Master:é 1881), pés.saros da esrpécie Momotus
momota e lagartons da eispécie Sc};eloperus mala:cbiticus (Masters

comunicac 80 pesscoal) devido a ingest8c destes alcaldides pelos

lépidépte TOH.

2.3.2.4. OUIROS.

Brown _(1984, 1985, 1987) abordasram tambérn a guantificagio
de PAs em borboletas Ithomiinae. Trigo & Brown (1880) realizaram
um estudo da quantificaciic de PAs em Ithomiinae rrimitives, cujas
larvas se alimentam de Apocynaceae (Tithorea harmonia pseudethra
e Aeria odena olena), comparando com um Ithomiinae mais derivado,
cujas larvas se alimenta de Solanaceae (Mechanitis polymnia
polymnia) - A quantidade de PAs nestes lepidépteros varia em

relacid a épc‘_:ca do ano, eexo e egpé&cies mnalisades, mostrando uma
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correlacsic com o padrio de aquisiclo/incorporagios/utilizacgio de

- PAs por parte destes lepiddpteros.

3. OBJETIﬁGS

0 rmﬁsénte trabalho wvisou amplisr o conhecimento éuimico
com respeito a PAs na interac8c entre borboletas Ithomiinae, suas
rlantas hospedeiras e suaé fontes de néctar ou farmdcos. Para
tanto teve como objetiVos:

i. A@alisar a composic8o quimica de PAs de espécies de
borboletas Ithomiinae éue apresentam diferentes sindromes de
aguisictio de PAs, além de suas fontes de alimentacdo ({(plantas
hospedeiras da larva e . fontes de néctar ou farmécos do
adulto)=22, “ .
2. Isclar e identificar PAs preéentes em fontes de néctar e
- farmacos dos adultos. |

3. Semisintetizar PAs, a partir‘ de alcaléides isolados e
identificados de f@ntes naturais=2=. h |

4. Testar a atividade biolégi&é de PAe dentro do sistema |

biolégico do qual fazem bérte.

22. Forsm estudadas 2 espécies de Ithomiinae primitivos
(Tithorea harmonia e Aeria olena) cujas larvas se alimentam de
.Apocynaceae (Echitoideae), cujas plantas geralmente contém PAs,
comparando-se com 1 espécie mais avancada, em relac8c as outras
duss, {Mechanitis rolyvmnia). Mechanitis tem como planta
hospedeira da larva varias espécies de Solanum (Solanaceae), as
guais n8o apregentam PAs.

23. Estes PAs s8erBo utilizados futuramente em experimentos de
incorporagltio & defesa guimica.
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5. Realizar experimentos de incorporsac8o de PAs . em
borboletas Ithomiinae sem acesso a egtes, verificando-se

modificacBes destes alcalédides in viveo no sistema.




CAPTTUOLO =

CARACTERIZACAC DE ALCALOIDES
PIRROLIZIDINICOS

.-A caracterizag8io de alcaldides pirrolizidinicos (PAs) enm
organismos vivos envolvé,numeroéas' técnicééJ . Neste tr&balﬁo
_ﬁtilizcu—sa fﬁndaﬁentalmenfe A técﬁica de cfomatografia gasosa
c&pilarweﬁp&ctrometria'dé- massas (CGﬁEM) para a separagio e
caractafizagéo estrutural;  dos PAs em planﬁﬁs- e insetos.
Geralmente estéa aléaléidés ocorrem em oréaniamos vivos (plantas
e insetos) na forma de N-6xidos (Hartmaenn 1988). No processo de
extracio e isbiamehto_dos PAS utilizou~se um processo de extragéo
dcidae, seguido da reduclBo dos Njéxidos com Zn, € a‘baéificacao
para a recuperagéo dos aicaléides em sua forﬁa_terciéria. Este
Processo de reducBo é& necessario p&ra a andlise dos PAs .por CG-
EM,'deVido aé linmitacBes de' colunaé eapila¥33 de fase de:metil
silicone gue iﬁteragem com substénclas altamente polares como N-
'6xidoé-
O passo seguinte fol o isclamento dos PAs que ocorrem em
“grande guantidade em plantas, e sua elucidac8oc estrutural por

métodos fisicoe (RMN - H, 21=2C, DEPT, CO3Y e HETCOR, IV, CG-EM,

rotaoéo 6tice e ponto de fusio).
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1. . CROMATOGRAFIA GASOSA-ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALCALOIDES
PIRROLIZEIDINICOS.

i.1. CROMATOGRAFTA GASOSA.,

0 rrimeiro artigo'sobx;e croz:natogx?afia gasosa de PAs foi
publicado por Chalmers et al. (1965).  Inicialmente foram
utilizadas colunas empacotadas, sendo necessaria a derivatizacio
dos grupos 0OH dos PAs por diversos métodos: 1. via derivados de
TMS (trimetilsilil) (Deinzer et al. 1978); 2. acetilac8oc (Deinzer
et al. 1878); 3. derivados de metil ou butilboronatos quando os
alcealbéides apresentavam grﬁpos didis vicinais (p.e. 8) (Edgar
188%). -A utilizacBo de’ .colunas capilares de silica fundida
otimizou a andlise de PAS,Véendo que a derivatizaclo muitas vezes
sge tornou dispensavel. 4 guantificag8Bo de PAs via CG capilar
acoplada & um detetcf de lonizac8o de chéma, utilizando-se

'pa.cirff)es internose fol realizada por diversos autores _(ver re,vi‘sﬁo
em Vlietinck & Pieters 1881). PAs N-6xidos também foram
analisados via CG (coluna empaootada oﬁ capilér) e CG-~EM, .
der’_i;\ratizahd:o—se o8 N—éxidosrvia TMS (Evans -ét al. 1878, 1880,
_Amés & Powis 1878).

A coluna capilar de silica fundida DB-1 (15m % 0,25mm e 30m
x 0,32mm), acoplada a detectores de ionizagsio de chama, de
féﬁforo‘/nitx‘ogénio e de massa, foi utilizada anteriormente por
‘outros autores para andlise de PAs de plantas e insetos, obtendo-—
se una eficiente separacic (Hartmsnn & Toppel 1987, Hartmann ef:
al. 1988, Toprel et al. 1988, Ehmke et al. 1980; Ste_ll,jes & Seiber‘

1980, Witte et al. 1991, Trigo et al. 1993).
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A Tabela 2.1 mostra o IRK (Indice de RetencBo de Kovats)

nemgta coluna, de alguns PAs utilizados como padrﬁes.

Tabela 2.1. Indices de Retenc#io de Kovats (IRK) de alguns PAs de
configuracgio relativa e absoluta conhecidos  (coluna caplilar de
gflica fundida DB1, 30m x 0,32mm, Programa de Temperatura: 150-

300°C, 6°C/min).

IRK M+ . PAs.

1425 ] 155 | retronecina (la,b)t

1445 § 155 | . heliotridina (le,d)*

1787 § 237 7-angelil-retronecina (iso-5b)2

1787 ¢ 237 : 9-angelil-retronecina (ba)2

1815 | 237 | 7T-senecionil-retronecina (iso-5a)2

1820 237 | 9-senecionil-retronecina (5a)2

1978 | 283 pupinina (13a)? ' -
1985} 283 } amabilina (13b)2 ' '

2126 § 299 . indicina (6a)l

2131 § 299 intermedina (6b)*

2145 § 209 licopsamina (6g)¥

2152 | 299 rinderina (6d)1

2172 3 289 equinatina (Ge)

o270} 325 | monocrotalina (37)3

2284 1 33D ) senecionina (34a)t

2303 | 333 senecifilina (38)1

2350 | 335 integerrimina (34b)1

1. 4ipolado de fontes naturais e identificados por métodos
figicoas; 2- semisintetizados & partir de cloreto do dcido + base

necina; 2- comercial.
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Ho presente trabalho observou-se que,' em alguns casqs;
quandce as pubstéincias apresentaram IRE muito proximos (A <5}, a
separagso nio foi eficiente. Por exemplo: 1. PAs cuja por&&o
‘ébida & enantiomérica (p.e. indicina, 6a, e intermedina, 6b);
2. PAs que diferem somente na ﬁres&nca ou auséncia da dupla

ligac8o 1,2 (p.e. 6 e 18).

1.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS. IMPACTO DE ELETRONS E IONIEAQKO
QUIMICA.

Revi&éea_ sohre eééectrometria de massas de,impacﬁo &e
elétrona em PAs fbr&m realﬁzadaa por diversoé autores (Aésen et
al; 18869, Bredenkamp'légf; -Crout 1969, Neuner-Jehle et al.'1965,
Pedergen & Laraen 19?0).',5Espec£rcmetria. de ionizaglBo quimicé
(positiva e negativa) de ﬁAs foram realizadas por Karchesy et ai.
‘(1884), Huizipg et al. (1986), Bicchi et al." (1989), Hendricks
et al. (1988), McCoy et al. (1883) e Hendricks et &l. (1881). A
espectfometria de massas de impacto de elétrons forneee dados
importantes para.a eiucidacﬁo éstrutural dé PAs: 1. informa =obre
a vposicloc da esterificagBo (C-7 ou C-9), 2. informa. se o8
alc&léides s%0 saturados ou ndo na base ﬁecina, 3. e se o8
alcal6ides pertencem a c¢lasse dos. monoésteres, diésteres ou
lﬁaérooiclioos. Aliada a espectrometrisa de massas de impacto de
elétrons, a espectromebtria de massas de loniza¢lo quimica fornece
dados sobre os ions moleculares, os‘quais muitas vezes apresentam
péuca abundéncia quando analizados por espectrometria de mapsas
de impacto de elétréns. |

0 modo de fragmentacfo de espectrometria de massas de
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impactd de elétrons leva & importantes ihformagﬁeé sobrre‘ a
estrutura de PAs, mesmo se sua estereogquimica nio possa ser
definida por este método. Os alcaldides encontrados no presente
estudo foram caracterizados estruturalmente baseando-se nos
mecanismos de fragméntac&o de impeicto de elétrons propostos pelos
autores acima; sendo estes padr&ses‘ de fragmentac8o discutidos
abalxo. E

A Tabelas 2.2 apresenta a fragmentsasclio de espectrom,etr‘ia de
maséas de:  impacto- de elétrons (EM-IE) e ionizaglo gquinmicsa
ropitiva (ICP) dos PAs | encontrados em pl&ﬁtaa e insetos. 'A
Figura 2.1 mostra _algumaé bases necinas fc:om as respéctivas
esterecguinicag e a Figura 2.2 mostra alguns &cidos néciceos e
suas réspectivas esteréo)quimicas. A Figura 2.3 mosira. a
estrutura de alcaldides eﬁcontrados no estudo de GC-EM. A Figura

2. 4 mostre a estereoquimica. de alguns destes alcaldides.
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Tabela 2.2, Fragaentac¥o de FAs e EM por impacto de elétrons 2 ionizagdo quimica de Pis éﬂcﬁntraéas en plantas

& insetes {*- de Hzuner-dehle ot al, (1965),% wtilizedo roso padrio: 7. Heliotrinal. ¥ WA ndo analisade.
Phs Blz (abunﬁiﬂ:ia relativa, %) Figura
IBPACTO LE ELETRBNS 1ONIZAGRD QUTHICA
i [H1™ 155 (18), 1if {32}, %4 (14}, @0 ' [HHI™ 156 (iGG), 180 (30}, 138 (303, i7
1100}, :
2 [H1* 139 {763, 172 {4§%}, 170 {133, 11 H# 13
{193, 110 {2a), 106 {30}, 18A{i0), 81
{15}, BO{1%0),
3 {HI* 157 {11}, 113 (32), 63 {8}, 82 (1], HA 44
isn-5 [#3* 237 {4}, 218 ({1}, 154 (&}, 138 {2}, [HHI* 238 {100), 222 {42}, 140 (23}, 138 15
137 (24, 136 {15), 124 {231, 141 {33, {32}, 120 {30}, 116 (251,
L5 (:«B). o {203, B3 (33}, B0 (190), &8 .
{8}, 5% {1483, 53 {9},
5 iﬁ}* 237 11, 219 {41), 193 (3}, 153 (%), [¥HT* 238 (100}, 222 (5}, 158G {38), 138 i
154 {9, 139 {1}, 138 {i&}, 137 (21), 134 {34), 120 {12).
(12), 126 18), 120 {2}, 108 (4}, 94 (7%},
93 {100}, 92 {4), B? {i8), 80 {is), &7
{6}, 55 {12); 53 o ‘
iso-b [HI® 299 (5, 281 (7}, 248 (4), 238 (4}, [HHT* 300 {69), 254 {10}, 136 {20), 140 15
236 {4), 156 {44), L13B {32}, 120 {31}, (100}, 138 {69), 120 {3Z).
111 {85), 108 {4D), i0e {533, %% {33}, '
Bo {100}, &8 {1%), 43 {70}
& [HI* 299 (<3}, 255 {41), 254 {1}, 1bs [HHI* 300 (503, 254 (§), 156 (15}, 140 5
{7}, 13% {33}, 138 (37}, 120 (%), 108 {3}, {160}, 138 1553}, 120 {30},
94 (&3}, 93 {1003, BO {iB}, &7 {13}, B3 .
(R}, 43 (36).
o0 b iHr 31305}, 5 (1), 255 30, 24 (2), | WA -
: 197 {43, 156 (5), £39 {40}, 138 {1003, 139
{17y, 120 {2), 93 (5], 94 (18}, 9% (&0},
B0 £11), 67 (3}, 59 {Ze), 57 {4).
g (M3 341 (20), 324 (&), 258 {10}, 259 [KH1* 342 (85), 140 {100}, 138 (75}, 120 b
{753, 254 (15}, 181 (6), 156 (2}, 139 {30}, -
(18}, 138 (100}, 137 {ii}, 136 (13}, 120
{103, 108 {3}, 99 (7}, 93 {81}, 80 {12},
57 {10}, 33 {31, 43 {18},
§ [HI* 341 12}, 297 (1}, 296 {2}, 281 {I), [HH) 347 {43}, 198 {10}, 152 {75}, 149 7
280 {23, 198 (321, IBL {35), 180 (109), _ {1003, 138 {43), 120 (50},
138 (9), 136 (20), 121 {Z3), 120 (53}, 166 ‘
{503, 104 (20}, 99 {10y, ¥4 {22}, 93 {49},
B3 {103, 43 (32).
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Pas g/z (zbundincis relativa, i} Figura
i (1% 383 <1}, 340 {1}, 326 (1), 297 (3), [MH]* 384 {42}, 182 (100}, 140 {4}, g
72 (1), 198 (3). 181 {70}, 18D {100}, 134 138{10), 120{2%).
{181, 120 (40}, 73 (35), 43 {E4). .
1t TR BT (<L), 269 (K1), 2488 (<1}, 236 {HHI* 314 (100}, 130 {35}, 138 {37}, 120 §
({1}, 240 (<1}, 187 (<1, 156 {9}, 139 {33},
{393, L3B (108}, 120 {11), 108 {3), 74
{343, 93 {70}, 80 (14}, &7 (i), ¥
{193, 4% {il)
12 THIT R55 {41, 298 {411, 20% (1), Z6B (1), THHI* 356 (100}, 140 (B35}, 138 (1003, 129 10
230 {3}, 207 (4}, 198 {1}, 131 {3}, 155 131}
{33, 138 (100}, 120 {iff) 4 {75}, 93
{803, 80 {13}, &7 {12}, iﬁ), 3 (209
13 [ki* Z83 {{1), 288 ({13, ;.,9 (i, 140 [RH]* 288 (207, 140 (14}, 12§ {100), 122 i3
{7y, 23 {26, 122 {100y, 121 {34}, 120 {355,
{853, 108 {14}, 93 (20}, 8O (11}, 7¢ {i0),
53 {93, 4% (21}, :
14 [H1* 375 (1), 282 (44§, 239 (3), 130 (3}, iﬂH}‘* 326 (Z24), 140 (10}, 124 (106}, 122 14
$23 {20}, 122 {106}, 121 {80), 120 (48}, {30},
108 {1"), 93 {20), BO (9}, IO {8} 53 {k),
43 {25
15 [H3* 285 {41}, 267 (3), 232 (2}, 241 [EMI* 286 il%); 249 (1%}, 147 {33}, 138 ig
’ {1}, 280 (3}, 22b (1), 147 {31), 124 {203, 126 (22}, 12§ (37}, 122 {1g).
(160%, B3 {26}, 70 {9y, 35 {23}, 43
({&6}. ’
16 tﬁ]* ausente, [H-1}* 298 ({1}, 284 ({Q, [WHI* 300 {5}, 234 (45), 142 (100}, i3B 19
288 {41}, 255 (2}, 258 {3}, 243 (4), 238 {24), 124 (22}, 122 (21},
{51, 212 (8), 142 {86}, 128 (109}, 110
{5}, 96 (7}, 83 {23}, 70 {7}, 55 (12}, 83
{10Y.
17 {E]r 297 (h+ 411, 279 (K1}, 293 {2}, 232 IHH]* 298 {100}, 252 {21}, 152 (93), 138 20
{35, 281 {10}, 132 (22}, 140 (;G}, 124 {60}, 128 (20}, 172 (20},
{1063, 116 {3}, 96 {9}, 83 {23), 70 (0), '
55 {Z29). .
i8 [H3* 327 {<{1), 299 (<1}, 288 (1), E‘EB [HH]* 328 (100), 21
{¢1y, Z&7 (41), 241 (3}, 240 {3y, 225 (3},
igd {5y, 142 {{8), 124 (1003, 1RO (2}, 99
{55, 83 (13), 70 (58], 83 {7}, 43 {17).
19 [H1* 355 (33, 317 (1), 2B4 (13, 241 {3} THHI* 356 (164). 22
250 {7}, 212 {8y, 142 {22}, 12§ {100}, 119
{2}, 95 {4}, 83 {20}, 71 (20}, 35 (6}, 43
{29} - .
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Phs

g/: {abundsncia relativa, 1}

Figufa

pil

{#3* 3469 (1), 334 (1}, 326 {2}, ZEB4 (2),
245 §5), 240 3}, 142 {24}, 14§ {ii}ﬂ). 119
(2}, 96 (4), B3 (14}, 83 {13}, 14y, 97

{123, 55 {8}, 43 ().

[RHI® 370 {100).

23

21

[H3* 367 (2}, 332 {1}, 339 {13, 3
308 {19, 284 {31, 241 {5}, 240 (B8],
{53, 142 (14}, 124 (100), 110 (%),
g7 (53), 70 {5}, 55 {20}, 43 (5).

% {1},
}, 2?4
& {7,

[HHI* 3&8 (100), 260 {22}, 202 {3B), 240
{18}, 223 (7}, 199 (20}, 142 (40), 125
{23),-122 (28}, ‘

23

2

[93% 381 {3), & (1}, 337 (1}, 324 (1),
255 {9}, 254 {13), I23 (4 147 {8}, 25
(8), 128 (109}, %& (7}, 63 {60}, 70 {4},
55 {23). -

[KHI* 382 (100}, 266 {20}, 214 (1B}, 142
{109}, 136 {48}, 124 (80), 120 {45).

23

[#1* 301 (ausente}, [HI*-H20
{33, 258 (i}, 297 (z;, 23k {3
158 {753, 140 {35), 129 (14), ¢ 143,
114 {20), 97 {Z1), %o {34}, 93 L»i}, 82
{1003, 70 (&}, &9 (6}, 55 {13).

283 (3), 268
b 40 (6,

[HHI* 302 {35}, 254 (7}, 158 {13}, 140
{100}, 124 {13), 122 {iD).

iso-24

(3= 239 (<4}, 156 (57}, 139 {B4), 13
{15}, 108 (10}, 83 (15}, 82 (%HO). T3
{13} .

HA

3

24

[H]* 239 {5), 224 {101, 136 (2}, 180 {19),
177 (11}, % (40), 95 i, & (1), 82
(30}, 55 (20].

[HH* 240 (106), 221 {10},

{1e}.

226 {26}, 213

23

[H1* 385 (1), 382 (3}, 300 (3}, 284 {3},
257 {10), 236 {18), 242 {18), 138 (33},
141 {20}, 140 {30}, %5 (100}, 9% {S20), 85
{37}, B2 (70}, 57 {20, &3 {12).

[HHT* 386 {100).

27

26

[HI* 383 (7}, 368 (1), 340 (2), 360 (4),
757 (23, 256 {15}, 780 {15}, 198 (&al, 158
{15}, 130 {40}, 96 (70}, 95 (53),

{100}, B2 (B2}, §5 (40, 43 {12)

[hH]* 384 (100), 199 (353, 140 (30},

1

[¥1* 397 (5], 382 (i}, 310 (3}, 271 (7),
276 (38}, 281 {1&), 746 {15, 196 {50},
158 (123, 141 (19), 140 {32}, 122 €15}, &
(67}, 95 (50}, B3 (100), B2 {70), 55 {35}.

A

29

i

Wl 279 (2}, 119 (23}, 118 (50}, 117
{100} .

i

44

29

(BI* 155 (40}, 128 (27}, %6 (12}, 7O
{1003, 55 (30}

HA

30

[H1* 337 {41}, Zab (413, 211 (303 186
{10}, 140 (100}, 133 (40}, aﬁ}. 122
{60}, 108 (9). 76 (18}, 82 (60]

38
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Phs

g/2 {abunddncia relat?¥a, 1)

Figura

34

(10}, 175 (38},

[HI™ 343 (1), 168 {34}, 151 (1001, 1490
IO (593, 96 (20), 74
{14}, 82 {20}, BL (20}, 70 {20}, B8 {20},
53 (18], 43 {44].

KA

37

32

[EI* 439 (1), 411 41}, 3% {1}, 393 {1},
324 {2y, 296 {34}, 138 (18}, 137 (3), 136
{15y, 121 {353, 120 (100), 119 (32}, ?5
{10}, 94 (20}, 92 {30). .

{BR1* 440 (40}, 140 {12}, 138 {10}, 120

{100

33

[H1* 453 (1), 425 (1}, 409 (3}, 3%6 (I},
353 {2}, 338 (2), 340 (35), 138 {20}, 17
{53, 136 {15}, 121 {43}, 120 {100}, 119
{60}, 75 {15}, 94 {20}, 93 {40).

PHHT® 434 {38), 140 {10},
{100)

138 {10}, 120

36

34

{E3* 335 (ausenis), 291 {5), 248 {10), 246
{3}, 220 {25}, 138 (573, 137 (22), 136
{93y, i (5:), 120 (106), 119 (98}, %5
{62}, 94 {62}, 93 {83}, 80 {30}, &7 {10},
55 {171, 53 {1%), 13 (%3],

[EHI 336 {100}, 200 {10}, 138 (35}, 120
{98}

£
o

[B]* 351 (ausente), 246 (B}, 720 {20}, 138
(303, 137 {18}, 136 (98), 12* {30}, 120
{100}, 119 (843, 95 {331 4 {58), 93
(70}, 80 {20}, &7 {10}, ( 2}, 53 {15).

[HHI* 352 (25},
{100}

146 (15}, 138 (32}, 120

38

(%I 167 (60}, 159 (8), 136 (100), 1iE
145), 106 (20),95 (803, 7% {20},

[B+HH.J* 183 [18), [HH)™ 188 {100).

39

3

[HI* 150 (1007, 134 {24}, 173 {60), 122
{I5), 105 {23), 95 {B0), 94 {75).

[Hea 169 (28), [MH]* 152 (100), 13b
(98), 134 {69}, 113 (20).

40

isp 40

[HI* 297 (11}, 237 {8}, 236 {47), 1BO {2},
168 {3}, 158 {5), 150 {5}, 138 {35); 120
(407, 111 (&0}, 165 {43}, 94 {32), 80
(1601, 72 19), 68 {11}, 54 (&}, 53 (7), 43
{65},

798 (Hd+ 661, 180 (aﬂ), 138 {100}, 120
{65]) .

iz

&%

[KI* 297 (2], 254 (<), 253 (2), 202 {<4),
204 {3}, 200 {<1), 180 (4), 158 {3}, 135
{3}, 139 {11}, 335 {160}, 137 (9), 136
{12), 120 (13} 5 (7), 9% {55, 9% {92},
BO (18}, & (12;, 57 {3), 53 {8), 43 {i5),

298 (KH¢ 50), 140 {50), 138 {100).

is

41

[HI* 397 {<1), 240 {5}, 228 (DY), 220
{100}, 138 (22}, 136 {46}, 121 (30}, 120
{953, 119 (713, 104 (9}, 95 {B), 94 (2%},
3 {49}, B3 (EG), B0 {10), 55 {20)

kA
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Ol QH H

) E —OH

ta. {+)-retronecina

_ -
id. {~)-helictridina

1Tk m

¢ oH B —om
[E [ :N:j o

da. {(—)-platinecina

E —OH

3d. {(+)-turneforcidina 3e. (-)-hastanecina

o @ B —on.
' ' [ :N:j .

g, (~)—dildroxi- 3h. (+)—diidroxi~
heliolridans heliotridana

3b. (+)-platinecina

OH

&
&
Ry

oo 7L

H

SO ~——OH
[ :N: j ' [ ,g_[ ] ‘

4b, (+)—isoretronecancl 4e. {—)-traquelan-

v 378

2e. {-)-supinidina

o0
T

O
%31

OH

1b. (~)~retrone;:ina

te. (+)-heliotridina

o H! —OH

2b. (4)-supinidina

uim

u

OH. —OH

\ &

S¢. (~)-turneforcidine

koA

& m
{1k

& 0 H
f] K

3f. (+)-hastanecina

OH

4a. *{-)~isoretronecanocl

B

o

4d. (+)—-traquelanta
mindina

mindina

Figura 2.1. HBases necinas.
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o  OH 0 OH

42a., (+)—-traqueléntico 42b. {~)—-tragquel@ntico

S
O OH o CH
43a. (—)-viridifidrico 43b. (+)-viridifldrico

o OH o

44. curassdvico 4Ba. senecidico

H S HO \\
O ' O

45, tiglico 45(:.‘ angélico

Figura 2.2. Alguns dcidos nécicos.
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5. M* 237

OH

N
6. M* 299

0 _-OH

izo 5. M* 237
OH O

0 OAc
8. M” 341 \‘%Z;/
10. M* 383

Figura 2.3. Alcaldides pirrolizidinicos encontrados em borbholetas

da subfamilia Ithomiinae e em fontes de alimento.
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. qH o QH
0H : a OH ¢

) OH
11. M* 313 12. M*‘ 355 ﬁ
13, MY 283 . 14, ¥* 325
: OH
0
15, M* 285 wﬁé : 16. ¥* 299 %
i7. Mt 297 ' {8, M* 327

Figura Z2.3. cont.
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l ; 1 cam L ; { 04**«
19. ¥ 355 20. K* 369
| l 1 C.;He, | E ! CsHa
21. M* 367 | 22. W* 381
OH _ 0 OH Tcﬁv
.06 OH
23. M* 301 ' 24. M* 239,
HLC, 0 od —~0 \“%:
is0 24 M* 299 25. M* 385

Figura 2.3. cont.
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" QH ' OH
oH o OH o
0 OTC.;:&? 0 0\"/04%
26. K+ 383 0 27, M 897 0
oH
oH
29. M* 156

90. H* 337
31. M* 366

Figura 2.3. cont.
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32. RiH - M* 439 _ 34. M* 335
33. R:CH; — M* 453

37. M* 327

Figura 2.3. cont.
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OH

oH

H,Cy -

0~\]T,~
o
N
40. M* 297 .
0

\ A
xS

38. M* 167

OCHs

OH

je=4

39. M* 151

0 OH

Figora 2.3. cont.
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Ha. 9-angelil- 5b. 9-senecionil—-

retronecina - | retronecina
M |
S 3
iso HSa. 7—angelil- - iso 5b. 7-angelil-
“heliotridina retronecina

iso—5¢c. 7—senecionil
retronecina

E‘igura- 2.4, Estéreoquimiea absoluta de alguns PAs.
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15a. Cinaustrali_na

8a.
6c.

6d.

6e.
6f.

6g.
6h.

13b.
13c.
134d.

15b.
15c.
15d.
15e.
18a.

16b.

Indicina ~ 2'R, 3'S
Licopsamina — 3'S
Rinderina — 7S
Equinatina — 73, 3'S
2'R

7S, 2'R

75, 2'R, 3'S

Amabilina — 3'S
Levigatina —~ 2'R, 3'S
Cinaustina - 8R, S’S
Heliocurassavinina
138, 2'R; ,R = H
Heliocurassavicina
i8, 83, 2’R; R = H
Coromandalina

8S, 2’R, 3Ry R = H
Heliovicina

858, 2’R; R = H
Helicocurassavina

1S, 8S; R = CHj
Curassavina

85; R = CHj

Figura 2.4. cont.
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34a. Senecionina  34b. Integerrimina

36a. Senecifilina 41a. heliosupina

Figura 2.4. cont.
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fa. 7T—acetil-lioopsamine

OHS_/‘

W)

O OH
11a. Helioespatine
. OAc
QH 0 *"-\m...,\ CH O
| o h
24g., Racemocina : 4£08. Calimorfina

32a. Parsonsina

| Figura 2.4. cont.
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1.2.1. MONOBGTERES 1,2-INSATURADOS .
1.2.1.i,ﬁESPECTRGﬁETRIA DE MASSAS DE IMPACTO DE ELETRONS.

ESTERES EM C-9. A estrutura 6 & a mais comum em borboletas e
plantas e a sua fragmentacto de.espectrometria de massas de
impacto de relétrons {Figura 2.5 -  Apéndice) foi estudada
anteriormenté por Pedersen & Larsen (1870) para eguinatina (6e)}.
Esses alcalbldes 880 ésteres de wuma base necina
(retfanecina,* la,b ou heliotridina, le,d) com dcidos
tragueléntico (42) ou viridiflérico (43). O fon molecular & m/z
288 é éougo abﬁndante < (1%). O rearranjo de MclLafferty,

envolvendo a carbonila do éster e a hidroxila secunddria (ou =a

metila) em C-37, ocorre na formactio do ion m/z 255 (Esquena
2.18).
“H--. . .
OH . - o OH
H 0
Averamm—s—ii
N OH
m/z 299 ' ‘ , m/z 255

Esguema Z2.1la.

O 1o m/z 2H4 Be forﬁa com & perda do gfupo CeHaOH e o pico

base, ion m/z 138, & a porg8o baslica originada pela clivagem da.
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' ligaé&g &ster (Esquema 2Z2.1b).

m/z 138

" Esquema 2.1b.

Na formagde do ion m/z 93 estd envolvida uma clivegem
homolitica do fragmentoe a m/z 137, o gual & originado do ion
melecular atraveés de um rearranjo de McLafferty entre o
hidrogénio do C-3 da base necina e a carbonila do éster {Esquenma

2.1c). O ion m/z 1656 é a bamse necina protonada.
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s ‘ | A )
. QH 0 OH QH

oY, — Of — v — of
| )ﬁ)\ﬁ R : G Z '/E =

, H m/z 187 m/?: 93.

Esquemna Z2.1c.

Espécies acetiladas na hidroxila do 0—3’(8) (Figura 2.6 -~
Apén&ice) aprésentam & fragmentacac de EM—iE'semelhante aoc de 6
(Figura 2.5 - Apéndice), cém o ion molescular a m/z 341 (20%)./ C
“ifon a m/Z 298 representa [M-COCHz]*, e o fon a m/z 255 &
resultante do rearranjo &e\McL&fferty n& porg¢Ho’ &cida, idéntico
ac gque OCOFrYe na fragm@ntggéo de 6. '6 ion m/z 43 [CzH=03+ éom
‘abundéncia entré_BGQSO%lé caracteristico de éspécies acetiladae.
Esta fragmentac8o & consisfente com aguela ogtida por Roitman
(1988)‘para a S’Macetilwlicepséﬁina {(8a). |

Espécies acetiladas no 7-OH (9) (Figura 2.7 - Apéndicse)
apresentanﬂ além da fragmentacBo acima, dois ions abundantes
caracteristicog: 1. o ion m/z 180 (100%) originasdo da clivagem do
éster, e O ion m/z 120 (55%) originado da eliminacdo de &cido
‘acético do ion cation a m/z 180, via éliminaoﬁo pirclitica da
cérbonila do acetato com o éis—Hﬁ6 da base necina (Esguems 2.2).
Egte tipo de eliminac8oc com mecanismo Ei & observado em ésteres
da_écidos carboxilicos com um CiS“B*H. disponivel, ocorrendo a
C altems temperaturas sem a presencs de reagentes (March 1985). ©

ion. a m/z 188 é a basze necina sacetilada & C-7 e protonada.
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Roitman (1883) observou uma fragmentag#io semelhante para a 7-

_&cetilulicopsamina (8a).

BN AN

- —RcozH /+
o NJJ .

m/z 180 m/z 120

"Esquena 2.2,

Easpécies di~a§etilédas (7~ e 37-0Ac, 10) apresentam &
fragmentac8o semelhante ao”de espéciesn écetiladas no 7-0H (Figura
2.8 - Apéndice{, A 3fw7“acetil—1ioopsaminan(lOa), isolada poYr
,Roitman (1983), apresenta ffagﬁentac%a aemelhanie a do alcalbide
10. | | |

A Tragmentacéo de 11 observada em seu EM-IE (Figura 2.9 -
Apéndice) & semelhante ao dos alcaléides 6 (Figura 2.5 -~
Apéndice). O ‘ion molecular a m/z 313, a preéenca dos ions m/z
269 e 268 (14 unidades de m/z malores que os lons m/z 255 e Z2h4
presentes na estrutura 6) s8o devido ao rearranjo de McLafferty e
a'perda de CzH4a0OH respectivamente. ¢ ion m/z 256 se deve a perda
nde CaHs. Esse tipo de fragmentaclo, encontrado por Roeder et
ai. (1931) para a heliocespatina (1la);, leva a suposicBo que este
aléal&ide geria um éster de retronecina (la,b) ou heliotridina

{1c,d4) com um dcido tipo curassavico (44).
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A frapumentacic do composto 12 (Figura 2.10 - Apé&ndice) &

- similar ao do composto 11, mas com o ion molecular a m/z 355 (42

unidades m/z maiores que m/z 313 de 11 - Figura 2.9 - Apéndice),

'sugerindo gue 12 seja o alcaléide 11 acetilado na posic8o na

hidroxila do C-3~.

T Outros Amonoéateres 1,2~insati1rados‘ abundantes 880 os
alcaléides de_ egtrutura H: base necina (retronecina, ia,b ou
heliotridina, lc,d) esterif.ioadas com o8 .écidos senecidico (45a),
tigiico (45b) ou angéli_loor (45c). Todos essep apresentam o ion
molecular m/z 237 (pouco abundante) e uma fragmentacBo mais
éomplexa. (Figura 2.11 - Apéndice“)w, a qﬁal foi inicialmente
estﬁdada- por Pedersen & Larsen {(1870).

~ 0 jion m/z 183 poﬁde-ser davido é perda‘, de COz e subsequente
migracBo do grupo CaHv  através de um estado de transicBc de 6

membfos { Esguema 2.3).' . O ion m/=z 137 origina-se da perda de

' CsHe pelo ion m/z 193. O rastante- da fragmentacio & idéntica ao

padrio dos monoésteres 1,2-insaturados acima.
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CH ' OH OH
(¢ - C0g // ~ CgHg //

m/z 237
l"’ Cetly*
OH . +
. N
m/z 138

xEsquema 2.3.

-

Eéte rearranjo foi observado ;em ésteres o,B-insaturados
- por Brown'&.Djéréssi (1967). Pedersen e Larsen (1970) propuseram

este tipo de rearranjo,. através de um estado de transicsg de sete
membros, para explicar o ion m/z 1897 da heiiotridina {7} (Esquema

2.4).
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O'Tf‘
. THee
O~ -
OH
J U ~ €Oy
% .
N HO-C — C3H,COH
OCHa
OCHg
m/z 313 - m/z 197

Esguema 2.4. (de Pedersen & Lars@n 1970}).

O alcaldide (40) com ion molecular a m/z 297 (Figura 2.12 -
Apéndice) pfovavelmente & um monoéster relacionado c¢com a

calimorfina (40a), isolado pela primeira vez vpor Edegar s a].

(1980a) da mariposa EWTia'jacobaeae (Arctiidae). Este alcaldide
é bilossintetizado parcialmente (a parte 4&cida é Biossintetizad&
via o aminocdcido isoleucina) por Ti Jacohasae (Ehmke et al. 1990;
Biller et‘al, 1991}5 Entretantd somente cum base na fragmentacho
ndo se tem dadoé para inferir a estrutura do é&cldo nécico
esterificante.

Monoésteres sem o grupo OH na posigdo 7 (13) s&élem\ sus
maioria ésteres de supinidina (2) com é&cidos tragueléntico (42)
ou viridiflérico (43), e apresentam fragmentsacBo semelhante &aos
PAs de [MJ+ 289 (6) discutidos acima, temdo o ion base m/z 122,
originado da clivagem do éster (Figura Z.13 - Apéndice). Esta
“fragmentaoéo & consistente com as estruturas da supinina (13a) e
emabilina (13b) iso;adas por Liv et al. (1892) e ERoeder &
Bourauel (1882).

Da mesma forma estas espécies, gquando acetilladss na
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hidroxila do ©C-3" (14)., tem o ion .molecular a m/z 325 (Figura
~Z2.14 - Apéndice), apresentande uma fragmentacfo semelhante aos

PAs com [M]I+ 341 (8).

ESTERES RO C-7. PAs, cuJas bases necinas s8o esterificadas no 7-
QOH, s8o chamados iso——_PAS. As estruturas iso-5 e iso-6 e iso-40
apresentam ﬁma fragmentégéo caracteristica (Figuras 2.15, Z2.16 e
2.17, respectivamente - ver Apéndice). O rearranjo de McLafferty
da carbonila do éster com o H-8 da base necina leva & formacio do
ion m/z 137, e .a rerda de CHEOH— radicalar, por parte deste ,leva

ao icon m/= 106 (Esguems 2.5a).

e

RY& {)H’ - C—0oH R '_ g
i e B0 + it
0) ;IG jN. ] - ‘[ 1 ]:) {,—rrr:] [1.2-R) E}li::ﬂ
H :

m/z 187 " m/z 108

HEsguema 2.5Ha.

‘A clivagem homolitica da ligacagy éster origina o ion m/z
154, eseAndo que os ions m/z 124, 111, 94 e 80 (ion piridinium =

.pico base) s8o originados daguele ion {Esguema Z.5b}).
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I3

. |
RYO NS OH RW}O\;’N{OH b 0\\)@"03
-~ Beo®
¢ S + +
e - :

+ s
m/z 154
% - reocuec '
| - O - CHyp
He
OH , 0\
g S 10
. A Hj- - CH,OH
+ -0+ £ +
B m/z 111 w/z 124
m/z 94 m/z 80
Esguema 2.5b,
A estrutura do alcaldide iso—-40, - provavelmente

.

biosintetizado por lepidépteros (Ehmke ot 57. 1990) nio pdde ser
esc'la‘réc:ida de\}ido a daovidas quantoc a fragment.ag:éio da  parte
dcida. A semisintese de 40a (ver item 3. Sémisintese de PAs,
neste "Capiﬁulo) mostrou a producso de wuma pequena proporcio de
iso 403, a gual ndo Vap:;esenta o fragmento a m/z 236, px;ésenfe £m
_iso-40. |

O mecanisno de fragmentac&o‘ de iso-PAs fol proposto por
Pedersen & Lapsen (1970),'“ baseado na fragmentac8o da 7-angelil-

helicotridina (iso-Ba) e 7T-angelil-retronecina (iso~5b}.
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l.z.l.z-rESPECTRDﬁETRIA DE MASSA DE IONIZACAQ QUIMICA POSITIVA.
| A fragmentac8o de EM-ICP dos alcaldides monoésteres i,Z
insaturados esterificados no C-7 ou C-9 (Figuras 2.5-2.17 -~ ver
Apéndice) apresentam um padrdo semelhante. 0 ion ([MHI+ &
sbundante e fornece a mais importante informacZo desta técnica: o
ion molecular, - 0 qual & muitas vezeé pouco abundante ou ausente
em EM-IE. O ion a m/z %56 €& a base necina protonada em PAs com a
hidroxila né C~7, ocorrendo a m/z 140 em PAs sem a hidroxiia no
C—T;: O ion a m/z 138 é relative a perda do 4&dcido nécico por
parte de [MH]*+ ja observé&a anteriormente péra PAs de estrutufa
gimilares com é hi&rgxiia ﬁb Cw? (Kafohesy et’al. 1984, eﬂa..m/z
122 em PAs sem a hidroxila no C-7. O ifon a m/z 140 em PAs com &
hidroxiia no C-7 & o ion .a m/z 124'em_PAs'sem aﬂhidroxila no C-7
n#éio foram anteriormente oﬁservados para PAs de estrutura similar,
embora sejam os ions base em alguns dos PAs. agui analisados.
PropBem—-se qﬁé nestes dois caéos a dupla 1ligac¢8Bo 1,2 do anel

tenha sido hidrogenada.
1.2.2. MOHOESTERES 1,2-SATURADOS
1.2.2.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA DE IMPACTO DE ELETRONS.

BSTERES EM C-8. As estruturas 15-22 s80c bases necinas do tipo
“isoretronecanol (4a,b) ou traqﬁelantamida (4c,d) esterificadas em
C-9 por uma vari@dade de &cidos (tragueléntice, viridiflérico e
outroé). A Figura 2.18 (ver Apéndice)r apresenta o espectro de

massas caracteristico de 15, o guasl tem como &cido nécleco, dcidos




Caracterizacas de PAs : ' . 63

- go tipo tragueléntico (42} bu‘ viridiflidérico (43). G ion
- molecular pouco abundante ocorre a m/z 28BDH. 0 rearranjo de
MacLaffert ocorre na formacto do ion.m/z 241, e o ion m/z 240 se
forma com a perds do grupo CzHaOH. O pico base, ilon m z 124, & a
porcso bééica originada pela clivagem da. ligacdo éster. O ion
m/é 83, caradteristico de ésteres de bases necinas saturadas,
forma-se pela clivagem homolitica da ligac8o 1,2 (Esquema 2.6).

0 ion m/z 142 corresponde a base necina protonada. Esta

fragmentac&o foi proposta inicialmente por Mchanraj et al.

o | | oﬁ #
. 0 - N
—of Th_a

m/z 2856 o * _ m/z 83

(1982).

Py

Esquema 2.6. (de Mohanpaj et al. 1982).

A Figura‘“ 2.19 (ver  Apéndice) apfesenta frégmenﬁagéo
semelhante a 16 (Figura 2.18 - Apéndice). 0" ion molecular a m/z
299, a presenca dos ions m/z 255 e 254 (14 unidades de massa
maiores gque os ions wm/z 241 e 240 da estrutura 15H), produtos
-respectivamente de rearranjo de McLafferty e perda de Cz2H40H,
suportaria a hipdétese do &Acido nécicoe ser o dcido curassévico
(44). Entretanto os iéﬁs m/z 238 [M-B1]+ e 212 [M-B7]*

permanecem inexplicados levantando davidas sobre a estrutura
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proposta. A proposta inical & que este.alealéide arregentaria a
~estrutura 16, entretanto mais estudos precisam ser reslizados.

Analisando-se a fragmentacfo da Figura 2.20 (ver Apéndice)
conclui-se que o alcaldlde deve apresentar um dcido esterificante
de estrutura desconhecida. O ion molecular ocorre a m/z 287. Os
iong m/z 253 - [M-44]+ e 252 [M—éé}* podem se originar via
rearranjo de McLafferty e a perda de C2H4OH respectivamente.
Entretanto _o fragmento m/z 241 rermanece inexpliéado.
Inicialmente proplfem-se a estrutura 17, entretanto mais estudos
devem ser yealizados.

0 alcaldide 187aprese£ta a fragmentacso de 15 (Figufa 2.18
~ Apé&ndice) acetllado no C-3" da parte dcida (Figura .2,21 -
Apéndice) . = ‘

‘A fragmentaciic dos alcalbides das Figuras 2.22-2.25 (ver
‘Apé&ndice) sdo semelhantes aos da estrutura 15 (Figura 2.18 -~
Apéndice), maé-apresentam a hidroxila do C~-3" esterificadas com
os  &cidos  CsH7COzH, CaHeCOzH,  C4H7COzH e  CsHsCO=H
respectivamente, propondofse cdmo estruturas ds alcaléides 18-22,

Ag &struturaa 23, 25-27 sdo base necinas do tipo
ﬁlatinecina (Ba,ﬁ), turneforcidina (3e,d), hastanecina (3e,f)} ou
diidroxiheliotridana (3g,h) esterificadas com varios tipos de
écidoé {tragueléntico, viridiflérico e outros). Os fragmentos
dos espectros de massas de PAs saturados apresentam duas unidades
‘de massa malores gue os insaturados.. Og picos a wmfz 2D7-2D06,
158, 140 e 97-9b represeptam uﬁ& secquénela de fragmentaclo
idéﬁtica dguela de monoésteres insaturados do tipo 6. A Figura

2.26 (ver Apéndlce) apresentsa ¢ espectro de massas de 23,
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No espectiro de 23 o ilon molecular m/z 301 esta ausente (ver
AEM~ICP nia Figura 2.26 - Apéndice, para a confirmacBo do ion
mol&cuiar};- Q rearranjo de Maclafferty ocorre na formac8c do ion
m/z 257, e o ion m/z 256 se forma com a perda do fragmento
CeHaOH. G ion w/z 140 corresponde a porcéo bésica originéda pela
clivagem da ligag8o éster. 0 Vion m/z 95 é originado da
cliv&gmﬁ'homolitica entre C-7 e C~-8 do ion-fragmento a m/z 139, o
gqual se oriéina via rearranjo de MacLafferty entre o hidrogénio

do C-3 da base necina e a carbonila do éster (Esguema Z.7a).

QHO 8 CHS OH CHa CHs
- T —ed —
N N AN
te CF + +
m/z 139 '  m/z 95

Raguemna 2.7a.

0 don a m/z 97 é originado da clivagem homolitica do ion
molecular entre C-1 e C-8 e subseqﬁentemente entre C-2 e C-3. O
jon m/z 96 € resultante‘vda perda de H- radicalar pelo ion-

fragmnento a m/z 897 (Esquema 2.7b). O ion a m/z 158 corresponde a
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base necina protonada. o

_ m/z 97 m/z 96

Esauema 2.7bh.

0 ﬁico hage ccorre a m/z 82, originado através da clivagem
homolitica do ion molecular entre C-7 e C-B, seguida da clivagem
homolitica da ligagsp C-6,C-7 com a perda de CzHaOH que resulta

no ion m/z 257, com a subseguente clivagem homolitica do éster

(Esquema 2.7cC).

b O

édzam

Eéquema 2.7c.
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Os slcaléides 25 e 26 também apresentam a FfragmentacHo
. semelhante é 23, tendo como &cidos nécicos derivados dos &cidos
traqueiantioo ou viridiflérico (ester&fia&doé n& hidroxila do C-
3" com o8 &cidos CaHoCOzH e CsHvCO=zH (Figuras 2.27 e 2.28 -
Apéndice)} . | | :7

0 alcaldéide 27 apresenta os fons m/z 271 e 270 (resrranjo
de McLafferty e perda de CzHaOH respsctivamente) indlcando que o©
dcido nécico esterificante € um derivado do &cido curassavico
(cido curassdvico esterificado na hidroxila do C-3° com o &cido
CsHsCOz) (Figura 2.29 -~ Apéndice). Entretanto nos alcaldides 26
e 27 o8 ions a m/z 83 e 196 permanecem inexplicadecs, sendo gue a
confirmaééo das estruturas sugeridas dependem de mals estudos.

QO alcalédlide 24 apresénta a fragmentacdo semelhante & 23,
embora apresente como &cido nécico esterificante os 4dcidos
senecidico (4ba), tiglico (45b) ou angélico (éﬁc) (Figura 2.30 -
Apéndice). Racemocina (24a) apresenta uma fragmentacéo similar

(Ahmed et al. 1991).

| RSTERES EM C¥?. Da mesma forma que os ‘PAs saturados
esterificados em C-8, iso-PAs saturados apresentam uma
fragmentacéo similar aos iso-PAs insaturados, com o acréscimo de
duas unidades de massa (u.m.a). Assim a fragmentagﬁo.de iée~24
(Figura 2.31 - Apéndice) apresenta o ion molecular m/z 238; o
rearranjo de MclLafferty da carbonila do éster com o hidrogénioc do
C-6 da base necina leva a formaco do fon m/z 139, cuja perda de

CHZDH roy parte deste leva ao ion m/z 108. A clivagem homoliticas
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- da ligacBo éster origina o ion m/z 156; sendo og ions nSz 113 e

AB2 (pico base) s8o originados desse Gltimo.

1.2.2.2-IESPECTRQﬁETREA DE MASSA DE IONIZACAO QUIMICA POSITIVA.
A fragmentacgBo de EM-ICP dos ,alcéléides monoéstéres 1.2

saturados esterificados .no C-8, sem hidroxila no C-7 (Figursas

2.18-2.25 -~ Apéndice) apresentam um padf&o semelhante. 0 ion
[MH]*+ & abundante, mu;tas vezes sendo o pico base. 0 ion a ﬁ/z
142 é a base necina protqnada. O-ion”a m/z 124 & relativo a
perda do &cido nécico  por parte ‘de JEMH]+ j& observada

anteriormente por K&rcﬁesy et al; (1984) para monoésteres 1,2-
insaturados. : 7

A fragmentacdoc de EMwICP dos . alcaléides monoésteres 1.2
satufado& esterificados no C-8, com:hidroxila no C-7 (Figuréé :
_2.26—2.28_—. Apéndice) sapresentam também um padrio semelhanter
entre 81, e com os outroe alcaldéides analisados acima. G ion
[MH]+ & abundante, muitas vezes gsendo © pico base. O ion a m/z
168 ¢ a base necina protonada. O . ion a m/z 140 é relativo a

perda do acido nécico por,parte de [MH]~+.

1.2.3. DIBSTERES

A fragmentaclo de diésteres foi estudado por Puruya & Araki
7(1968) e Pedersen & Larsen (1970). A estrutura 41 apresenta o
mesmo  padr8o proposto pelos autores acima (Figura 2.32 -
Apéndice), sendo a sua fragmentacBo idéntica ao da heliosupina

(4ia).
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t

0 ion a m/z molecular 397 & poyco abundante (<1%)j. O ion a
m/z 297 € devido a perda do 4cido esterific;ante no C-7 wvia
elimin&c&c‘éirolitica do éster no C-7 (ver March 1985) O ion a
m/z 220 resulta da clivagem do éster em C-9 e o ion m/z 120 (pico
bage) se corigina da eliminacg8o pifolitica doléstper em‘C—'?, a
partir do ion fragmento m/z 220 ou .da clivagem do ion radical a

m/z 287 (Esguemsa Z2.8a8).

t

m/z 120

Beguema 2.8a.
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O f1on m/z 218 sae origina ‘de um rearranjo de McLaffertyl
entre o hidrogénio do C-3 da base necina e & carbonila do éster
ém C-9. 6:3 iong m/z 136 e 83 resultam da clivagem homolitica do
ion m/z 219 na 1153950 éster e na ligacBo 5,6 da baser necina,

respectivamente _(Esquema 2.8b).

a . O

3704 /U\ H';C@ ’,U\

oY~ B

m/z 136 S m/z 93

Eaquema 2.8b.

N&o foram realizados estudos de EM-ICP desse alcaldide.

1.2.4. MACROCICLICOS 1,2-INSATURADOS.

1.2.4.1. ESPECTROMETRIA DE MASSA DE IMPACTO DE ELETROSS-
U alcaldides macrociclicos de 11 ou 12 membros , os guails
geralmente apresentam retronecina (la,b) como base necina podem

ser fac:ilmente caracterizados por seu padrio de fragmentacio




Caracteriz=acio delPAs i ' 71

caracteristico, O gual foi smplamente estudado, apresenﬁando uma
excelente revisfo em Bredenkamy (1891).

Na fragmentacéo da esenecionina (34a) e integerrimina (34b)
(Bredenkamp 1881), vefifica—se 3 sequéncias principais de
fragmentaoéﬁ a partir do fon molecular a m/z 335: )

1. A guebra da ligacHo do éster alilico leva aos ions m/z

137, 120 e 94 (Esquema 2.8a)}.

OH - o _

‘ -'c03+/- ' - ” -

O O +/¢:' \LN
[::;; ]] :i] Ejjg::]

B m/z 137 m/z 120 H

m/z 84
Esquema Z2.8a. (de Bradenkamp 1891)
Z2. Rearranjos de MacLafferty através de estados de

transicfio de B membros envolvendo o hidrogénioc do C-3 da base com
a carbonila do éster, levam aos ions m/z 136, 119 e 93 (Esguema

2.9b).
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"l ¢
OH

COzH

o o ot o
o —— — + +
: ) + 4 ¢+

m/z 138 m/c 119 m/z 838

Esguema 2.8b. (de Bradenkamp 18981)

3. A per&a de COz pelo ion moiecular m/z 335 leva ao ion-
radical m/z 291, o gual por sua vez é fragmentado nos lons m/z

138, 121 e 956 (Esquema 2.90).

— s o
+ + o R

m/z 158 m/% 121 m/z 95

Esquema 2.8c. (de Bradenkamp 18891)

Esta fragmentacao & coneistente com a fragmentac8o dos
alcalbidee 34-3b (Figuras Z.33-Z.34 ~ Apéndice), embora estas n&o
apresentem o ion molecular, o qual é confirmado por EM-ICP (ver

abaixo no item 1.1.4.2).
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A Zfragmentaclo de alcaléiaes macrociclicos de i4 membros
(32 e 33), apresentam ion caracteristicos a ﬁ/z 286 e 310
reapectivaménte, velacionados com a perda de 143 uma (0731103) do
ion meolecular a m/z 439 e 453 (Figuras 2.35 e 2.36 - Apéndice).
Egte'fragéento caracteriza estes macrociclicos de 14  membros
(Edgar et ai. 1880b, - Abe et al. 1881). 0 restante da
fragmentagéo»n&o apresenta grandes modificacdes em relacdo aos

macrociclicos de 11 ou 12 membros.

1.2.4.2. ESPECTROHETRIA DE MASSA DE IONIZAGAO QUIMICA POSITIVA.
- A fragmenta@ﬁo de EMwICP dog ualcaléides macrociclicos 1,2
inséturaéos {Figuras 2.33~2.36 - Apéndice) apresentam um padrio
aémelhante. 0 ion [MHI* & abundante, sendd:muitas vezes o pico
bage. A protonac8o do oxigénio db éster carbonilico a C-7,
séguida POor um ataqué. nucleofilicé pelo oxigénio do éster
" alauilico, résﬁlta mume  migracio de carga'para o C-9. Isto leva
a formac#o do ion a m/z 138 (Esquema 2‘10); a perda de &agua pelo

ion a m/z 138 leva ac ion a m/z 120 (Hendfiks et al. 1881).
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OH

HO OH

N P2
od —

[MH]* 336 . m/z 138

‘Esguema 2.10.

1.2.5. MACROCIGLICOS COM BASE OTONECINA.

Alcaldides ﬁacrociclicas com a base nécina do tip@
otonecina. tiveram seu pa&rﬁo de fragmentac8o de massas estudados
por Cava et al. (1968). Na fragmentacl8o do alcaléide 31 (Figura
2.37 - Apéndice), a perda de C0z pelo ion molecular m/z 365
através de um . provivel 'estado de transiclic de 8 membros,
semelhante &ao dé Esquema 2.8¢c, leva ao ion—fragmento ﬁ/z 321, o
qual origina og outros diversos fragmentos observades a m/z 168,

150, 151, 110, 26 e 94 (Esguema 2.11).
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m/z 110

Esguema 2.10. (de Cava et al. 1968)
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. , - _
Ngo foram reslizados estudos de EM-ICP desse alcaléide.

1.2.6. HACROCICLICOS 1,2-—8&%]}{}8.

A Tyagmentacfio de EM-IE do alcaldide da TFigura 2.38 (ver
Apéndice} . apx*esenta_ndo plcos 5 m/z 123,' 122 e B8z, é
caracteristica de PAs 7macrociclicos insaturados, propondo-se a
estrutura 30 para este PA. A fragmentac8o destes PAs foi
inicialmenteﬁ degscrita por Culvenor et al. (1868) para platifilins
(30a), neoplgﬁifilina {(30b) e por Sghia et al. (1976). para
bulgarsenina (30c), um alcaldéide macrcociclico raro com Zcido
nécico de 13 membros. ‘

0 ion molecular do .PA 30 é pouco abundante. A perda do COz
levendo a¢o ion radicalar n;/z 283 n8o & observada, entretanto o
ioh a- n;/z 222 deve ser formado via atravéa da perda de CaH70 por

‘parte de m/z 283 (Esquema 2.12Za).

oH
P

m/z 232

m/z 337

Esquema Z.1%a.

0 ion a wm/z 222 deve ser o© precursor dos ions a m/z 180,
138, 122 e do ion radicalar a m/z 123 (Esgquema 2.12b). Este

Gltime origina o ion a m/z 82 (Esguems 2.1Zc).
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o \’j\__k o )LO):!_j +

m/z 122

Esguema 2.12b.

m/z 123

| ) M | j-——-——* = - H° ==1
R L S

m/z 83 m/z 82

Esguema 2.12c.

Outro fragmento importante é ¢ ion a m/z 211 devido a prerda

de CvHioO=.

‘A perda de CzHa0z por parte do ion cation a m/z 211
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leva 80 pico base a m/z 140 (Esguemsa 2.12d).

m/z 21i
QH C
S ity 0 . ,
4 0 | 0
A WJLOH -
? 0
N D e B
/ - . 4 ¢ +
m/z 337
_ m/z 211 m/z 140
Egsquema 2.124.
Neg foi feito EM-IC desse alcalbide.
'1.1.7. DESIDROPIRROLIZINAS.
Desidropirrolizinag foram enccntradaé ém pequenas
guantidades neste estudo de GC-EM. Provavelmente o método

~

écidb/bésicd'de__fracionamento de PAs levou a destruiclBio destas.
DeSidfopirrelizinaa polimerizém na presenga de acidos e reagem
Afacilmente‘ccm nucleéfilos (Culvenor et al. 1969, 1870a,b). As
desidropirrolizinas também rodem se originar em peguenas
gquantidades de PAs 1,2~insatﬁrados apds longe tempo de exposicio
“a oxigénio atmosférico (Culvenor et él. 1970a,b).
Guanto a EM-IE, poucos estudes foram feitos. Mattocks
(1969) oementa_a‘fragmentaéﬁo de 38 (Figura 2.38 - Apéndice),

apresentando os ions a m/z 135, 134, 119, 118 e 117 como'
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caracteristicos deste composto (anu%ma 2.13).

OH o+ o<z | //7+° o\\ /+
~ N | jg | CN\/

m/z 136 m/z 135 m/z 134
. .
/ / V4
::?\IJ [[: N~ | “WN:;

m/z 119 m/z 118 m/7 117

1+ .

Esquema 2.13. (de Mattocks 1868).

0 composto 39 (conhecido por hidroxidanaidal - 1-formil-7-

hidPDXi"Bs7*69516r0“5ﬁﬁpirrolizina) foi caracterizado através de
sua fragmentagéo de EM-1IE (Figura 2.40 - Apéndice) comparada com
os dados de Culvenor et al. (1970). A fragmentac8o de EM-IE da\
Figura 2.41 (véf Apéndice), leva a proposig8o do ﬁA 28, baseando-

se somente no ion a m/z 117, entretante mals estudos devem ser

efetuados.

.1.1.8. BASES NECIHAS.
A fragmentacBo de EM-IE dés bases necinas mails comuns
(tipos 1, 2, 3 e 4) fcram elucidadars por Neuner-Jehle et al.

(1965). Ho presente trabalho estas bases foram encontradas’




Capitulo Z ‘ _ . , 80
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somente ¢cOmoO tragos, -origin&ndcwse provavelmente ‘da hid_rélise de
‘ PAs por ocasllo da extraci#o e fracionamento.:

A ‘ 'ffagmentagxﬁo de 1 (retroneoi.'na l:m heliotridina) é
apresentada né. Figura 2.42 (ver Apréndice), e o mecanismo- ae
fragmentscic no Esguema 2.14a. 0 .;'1'.020 a m/z 138 & [M-OHlt+, e
B m/z 124 & fM-CH=0H]J~. A - clivagem homolitica do ion
molecular (m/z 155) entre C~7 e C-6 leva a0 ioi a m/z 111. A
perda do OH k:sz‘ parte deste leva a0 ion a m/z 84 e a perda de

CH=zCH leva ao ion a m/z BO (pico base).

RH oH QH oH . | OH
i) vy — O
\ & -
+ . + * 4
m/z 156 © - | m/z 111

0{ ~CHgOH

Esgpema 2.14a. "{&e Heuner—Jdehle et al. 1965)
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‘ No caso de bases necine;s do tipp 2 (supinina), a
_:Eragmentac;é_io apresenta 16- unidacies- de u.m.a a menbs no caso dos
ions a m/= 139 (ion molecular), 122 ([M-OHI+), 108 ({M¥CQQGH}*);
E._; restante dos ions sfo iguais sos de 1 (Figura 2.43 -~ Apéndice).
A fragmentacfo de 3 (platinecina, hastanecina,
tur*neforcidiné e diidroxiheliotridané} ¢ apresentada na Figura
2.44 (ver . Az;éndice) e o mecanismo de fragmentacio no BEsguema
2.14‘&». A clivagem hom@liti;:a do ion molecular (m/z 157) entre C-
7 & C-6 leva ao ion a rh/_z _113; a perda de CHz0H leva o ion a m/2
82 (pico base). A clivagem homoliticd do ion molecular entre C-1
e C-2 leva &0 ion a m/z.' 9g9; a perdé de OH ieva ac ion a m/z B2

(piéo baée ).

8
oy +
OH = ® R : :
GH
: m/z 113
' N
+ e . L
m/z 157 ) /m/.z 82
_ R ‘
if EiN‘L‘,

m/z 29

Esquema 2.14b (de Reuner—Jehle of g7. 1965).

No caso de bases necinas do tipe 4 (isoretronecanol e
traguelantamida), a fragmentacfio apresenta 16 unidades de u.m.a &

mnenos no caso dos - ione a m/z 141 (ion molecular), Q7
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([ [M-CH==CHCH=0H]*); o reata;nte dos ions s8%o iguails aos de 3.

A base 29 é un epdxido de 2. Sua fragmentagéo (Figura 2.45
- Apéndice) e o mecanismo de fragmentacHo {Esquema 2'.15) s80
éimilaras a um PA, a l-metoximetil-1,2-epoxipirrolizidina, fa)
qual foi i.solado' de Crotalaria trifoliastrum poy Culvenor . et al.

(1862).

~
| TH
m/z 124 | m/z 70

Eaguema 2 ._'15 “
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. 2. RLUCIDACEO E IDENTIFICACEO ESTRUTURAL DE PAs DE FONTES
 NATURAIS. '

Os alcaldides de estrutura 6 e 13 foram os mcnoéstéres 1,2-
insaturadés isolados e identificados, 'em fontes vegetais
anélisadaa durante esta pesquisa. Estes alcalbides estavam
rresentes em malor abundéncia nas fontes vegetais analisadas.
Nestas fOﬁteé foram isolados e identificados até o presents

momento 4 diasstereocisbmeros de 6 e 3- diastereocisbmeros de 13.

2.1. CARACTERIZAGEO DE MONOESTERES 1,2-INSATURADOS POR RMN.
2.1.1. 1H RMN.

A anélise do comportamento espébtrométrico de 1H RMHN de PAg
foi 'iniéialmente estudada por Culvénor et al. . (1965). Este
" estudo realizado‘em 60MHz, e:que ainda sfo eplicados em estudos
em 270, 300 e 400 MHz, mostra.ralguhs fatores gue governam O
padrdo de multiplicidade das bases necinés,‘retroneéina (1la) e
heliotridina (lIc): 1. os mutiﬁlétos- da parte saturada e

insaturada do - anéi flpirrolizidinico s%p | essencialﬁente
independgntes, embora o© sistema de prétohﬁ sejam .conectados
através do H-8; 2. oa prétons metilénicos geminais em C-3 & C-5
apresentam grandes diferencas no deslocamento guimico dentro de
‘cada par; este efeité é provavelmente devido a influéncia do par
des&mpérelhado de elétrons: sobre 5 atomo de N. A anéllise dos
espectros de ERMN dos epiméro& retroneciha {ia) e heliotridin&

{le) tenbém mostroun gque la e geus derivados ésteres tem uma
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conformagfla  dobrada-exor (exo-buckled conformation), enquanto
gue lc e seus derivados ésteres slo geralmente uma mistura de
conformeros dobrados-exo e .endo, 08 guais se interconvertem

rapidamente (Esguema Z.16).

1. O sentido do dobramento € definido pela posiclo relativa do
atomo C—-6 da parte saturada do anel e dos atomos C-1, C-2, C-3,
N-4, C-B da parte insaturada do ansl, com respelio ac plano
definido pelos dtomos N-4, C-5, C~7. BSe eles estéo do mesmo lado
deste plano, o dobramento &€ ende, e se eles esblo do lado oposto,
exo (Wodak 1875}). '
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heliotridina (ic) | N

Esquema 2.16. (de Culvenor ot z1. 1965)

Outro fator que se pode verificar pela andlise de RMN & a
posic&d da esterificac8c (C-7 ou C-8) em manéesﬁeres 1.2-
hinsaturados. O efeito da acilac8o de um grupo OH, deslocando os
gsinals de proétons do mesmo carbono rpara campo mals baixo & um
excelente gula para verificar & posicBio de esterificacBo de.

nonoésteres {Culvenor & Woods 1865). Por examplo; em G—0—-(—-)—
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- viridiflor-ato de (+)—ret1*onécina. (licopsamina, G2, em Roeder &
 Bourauel 1882)., o sinal de H-7 estd em 084,27, e & pgimilar ao
ginal de H-7 da retronecina (la). Entretanto o H-9 de 6c em
64?88 e 4,73 esta deslocado para campo mals baixo em re,..l&e::ao ac
H-8 de 1ﬁ§ (64,29 e 4,08). Na 7-0~(-)-viridiflorato .de (+)-—
re%ronecina (iso~licopsamina, iso-Ga, em Ra_vi et ali. 1880), o
sinal H-7 est:.é em 85,56 (campo mais baixo em relacglo a la) e ©
sinal de H~-9 em 54,29 e 4,0.8 (semelhante a 1la).

Come> no presente trabalho foram isclados unicamente 9-0-—
ésteres de 1’, a elucidacio estrutural desta série feita a partir
ds andlise dos dados de l‘H RMN & baseada em 4 fatoree empiricos:

i. Diferenca entre os deslocamentos guimicos dos H-D
diastereotépiooa geminais (4 H9). / —

2. Diferen@a_e‘ntré oB desloéamentc;s gquimicos dos grupos
metila clé isopropil da parte Acida (4 .HS',H'?').

3. Desloéaﬁmento quiﬁico de H-4" e H-5" da parte &cida.

4. Deslocaménto quimico de H-2 e H-7 da base‘necina.

Culvenor & Woods {19865) discutiraﬁl i‘nicialmente a nio
equivaléncia entre os protons gemin.‘ai's em H-9, os quais mostram
um padréo cie dee.tlocamen{:ci guimico AB. Segundo éstes autorés o
volumoscs  grupos substituintes—-a nos éc‘idos estérificantes
restringiriam a rotac8o esobre a ligag8o acil CHz-0. Como os
estudos foram feitos em 60MH£, os protons H-8 da retronencina ia
"se apresentavam equivalentes. | Atuvalmente, estudos de 300MHz
mostram aue estes protons também apregentam um padrio AR,

Sugere-se aqul que a ndo eguiveléncis dos prdétons H-9 pode

estar relaoionada com pontes de H entre as hidroxilas da parte
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dcida € a hidroxila no C-7 da base (ver Wodak 1975, HaQKay et al.
1983 e Figﬂra 4.9, Capitulo 4) formande uma conformacdo “pseudo
macrociclica”, no caso de Y=-0O-&steres. No Eéso de 1, a né&o
equivaléncia pode estar relacionada com pontes‘de H entre os OH
dog C-7T e C-8. Entretantb cufiosameﬁte, a base 2 também apresenta
n8o equivaléncla entre os pfétons a H-8, esem apresentar a
hidroxila no C-7, embora bases do tipo 4, sem OH em C-7 e
saturadas, apresentem um A HS = O (Mohanraj & Herz 18982).
Mohanraj - & Herz (1882) observaram gque traquelantatos e
viridifloratos apresentavam uma grande diferenca no grau de nfo
eguivalé&necia exibida pelos'prétons a H—é. Entretanto este padrio
& Gtil éomente para distinguir ésteres da base 4 (ver Tabela
2.3). No caso de ésteres de 1, o valor de A HS-é utilizado pars
distinguir entre ésteres do édcido (+) do (~) traguelé&ntico
(Zalkow et al. 1885, 'Asibal et al. 1889) (Tabela 2.3). A

distinc8c entre ésgteres derécidos (+Y e (=) vi:idifléricas nio &

possivel. Entretantoe derivados de isopropilidencs destes
alcaldoides apresentam A HY diferentes: éstereé de dcido ().
viridiflérico apresentam um A H9 igual 8o produto n&o

@efiVatizado e menor que E&steres do seu (= )=enantiomero
derivatizado (Zalkow et al. 1985, Asibal et al. 1989).

Em relaclo a diferenca.entre og deslocamentos quimicos. dos
grupos metila do isopropil da parte dcida (A HS',HT'); Culvenor &
Smith {1966) mostraram que viridifloratos de 1 tendem a
apresentar o8 grupos metila do isopropil magneticamente mais nio
equivalentes do gue traguelantatos {Tabela 2.3)}. Estes

parametros  podemn ser estendldos rara  viridifloratos e
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. traguelantatos de 2 (Roeder & Boﬂrauel 1992, Liu o¢ /1. 1992) e

de 4 {(Mcheanral & Herz 1882). Estefes de 3 ainda n8o foram
estudados .
Empiricamente o deslocamento guimico de H-4" e H-D™ da
parte éciéﬁ também apresenta diferengas,entre viridifloratos e
tréguelantatoé. 0O deslocamento quimido dos prétons metiliaéﬁ {H-
4°) & maior em viridifloratos do que em traguelantatos, o mesmo
acontecendo  com o deslocaﬁento guimico de H-5~ (Tabela Z.3).
Estes  parémetros Blo utilizados na diferenciac8o entre
viridlflovdtos e traquelantatos de 1 (Zalkow et al. 1885, Asibal
et al. 1989), 2 (Roeder & Bourauel 1992 Llu et al. 1892) e 4
(Mdhanraﬁ & Herz 18BZ). Esteres de 3 ainda n8o foram estudados.
| 0 deslocamento gquimico de H—é da base necina ﬁorheae
informacdes sobre a estereoquimica éé baée no C-7. Esteres de
ia, os quais tem TBwOH, apre5entam um‘dealocamento quimico de H-2
e H-7 em cambo mais baixo do gque ésteres de 1l1lec, os quais
apresentam 7o-0H f(Culvenor & Smith_léﬁs, Zalkow. et al. 1985,
Asibal et al. 1989) | Esteres de 2 ' os éuais nfdo apresentam o
substituinte OH no C 7, tem © sinal ‘de H- 7 deslocado para campo
alto, as vezes apresentando nio equ1leencia entre estes protons

geminaie (Roeder & Bourauel 1882, Liuv et al. 1992}.

2.1.2. 8¢ RMN.

O estudos mais abrangeﬁtes sobre 3*2C de PAs <foram
realiZ&do& por Jones et al. (1982) e Molineaux et al. (1882),
embora revisbes scbre espectros de 12C foesem reallizadas por

Roeder (1980, 1881). Empiricamente observa-se que, para og 9-0-
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ésteres &e 1, os deslocamentos quimicos de 12C 86 nos fornecen
informa¢cBes sobre a estereocgquimica da base necina. Guando ©
éater possul a base la (78-0H), o deslocamento guimico em c-1 é
5132, em C-2 &130-131 € em C-7 871. Quando o éster possul a base
heliotridina (Ya~OH), o© deslocamento quimico em C~1 & 8138, em’ C-
2 8125-126 e -em C-7 &74 (Roeder & Bourauel 1992, Liu et al.
18823. ' |
Informagles que permitam diferenciar a estereoguimica do
éoiﬁa epterificante de ésteres de PAs com a base 1, quando estes
pertencem & uma mesma série (p.e. traquelantiéd e viridifléficoﬁ;
sEo fornecidas peio_Cwl', - CmS' e Cmé’. 0 deslooamento éuimica
de C-1"e C~4~7 B&o aeéloéaaoa para campo mals alto 1,24 »ppm e
i,18, fespectivamente, eﬁ' vifidifloratos, e 0O deslocamentd
guimico de C-3° £ deslocaao para cémpo mais baixo 2,02 ppn (Jones

et al. 1882).
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Tabela 2.3. Padroes de deslocamento quimicos (ppm) e 4 8 de PAs,

éasteres no C-8 de

CDClz).

acidos

tragueléntico

e viridiflérico

ésteres de (+)-heliotridina (Asibal et al. 1989).

viridiflorato traguelantato

{+) (=) (+) (-)
4 HY 0,30 0,22 0,02 0.31
& H6" ,HT" 0,04 0,05 0,01 0,02
Hé'- 1,24 1,25 1,16 1,17
H5" 2,13 2,13 |1.98 1,94

ésteres de (+)-retronecina (Zalkow g¢ 57, 1985)

(& ﬁohanrag et al. 1982, ¥ Roeder & Bourauel 1992,

viridiflorato traquelantato
(+) (-) {(+) (-}
4 H8 ¢,15 0.11 0,08 0,50
A H87,HT™ 0,06 0,05 0,01 - 0,03 -
H4" 1,25 1,25 1,19 1,15
H5- 2,14 2,16 2,03 2,03

ésteres de supinidina

= Liu et al. 1992).

viridiflorato traguelantato
(+)s (-)® (+)= (-)=
4 H9 0 0,02 0,04 0
4 HB" ,HT" 0,05 0,04 0,03 0,01
H4" 1,25 1,22 1,20 1,25
H5" 2,17 2,14 12,01 2,04

(em
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éateres ds traquelanﬁamidiﬁa {(Mohanrad & Herw 1982)

{+)y-viridifiorato {-)-traguelantato
A HO 0,05 0,59
A HE™,HT" 0,06 o 0,02
HA | 1,27 | . 1,19
HE- 2,12 2.09

_éateres de isoretronecanol (Mohanraj & Herz 1982)

(+§—viridiflorato A (-)-traguelantato
AHO 0,07 1 0,53
b HE",HT” . 0,06 . 0,01
H4 " 1,27 | 1,19
H5 - 2,16 v 2.07
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2.2. ROTACED OTICA EM PAs.

OChaervacbes scobre a rotaglo O6tica de PAs sugerem gue o
_éinal da wotagio oO6tica da base necina seja determinante para o
sinal da rotaglio Otica de 9-0-monoéateres (18 alcaldides
verificados, somente 2 excegles énéontradas - ver Tahela 2.4),
isto &€, PAs com bases necinas com [é]n positivo apresentam o seu
[alp tambeém _pasitivo, %ndependente da rotacio 6tica do Aacide

nécico.
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Tabela 2.4. Rotag8o O6tica ([alp) de PAs (9-O-ésteres) é suas

respectivas bases necinas e dcidos nécicos.

PR {alp Base necina frido nético Ref.

Indizias {63} +2,3 {¢)-retronecina {-}-tragueléntico 1

Intergeting (&b} 4,7 {#)-retronecina {+}-traguelintice 4

Licopsasing (be} +3,3 ft}-retronecina {-}-viridiflorico 1

Rinderina {&d} 24,4 {#}-heliotridina {+}-tragueldntico i

Equinating {&e) +12,8 {+i-helintridina {-)-viridiflorico 1

&f -~ 41,6 {+}-retronecina {+)-viridiflérice Z

&g 5,7 {¥)-heliotriding 1+)~viridiflérice 3

&h +7,0 {+}-heliotridina {-i-traguslintice 3

Supinina {133} ~-13,0 {-)-supinidina {#)~{raqueldntico 4

hmabilina {130} ~T,1 {~}-supinidina {-}-viridiflérico 5

finzustina {134} +13,2 {+}-sipinidina {~}-viridifldrice o

Cingustralina {13a)  +48,0 {¢}- - {-}-viridifldrica 3

’ isoretronecans]

Heliorurassavinina +j,3 {+]- . {-}-tragueidntico b

{195} traguelentasidina

Heliorurassavina -14.,9 {-i- {~}~curassavico £

{1ba! ispretronecanol

Heliorurastavicina +0,3 -} . {~i-tragueléntico &

{15} ' isoretronecannl _

Corosandaling {134}  -6,9 {-1- {¢}-viridiflorico 7

: : treguelantasiding '

Heliovicina {15e) ~2,7 -1~ {-}-tragueldntico 7
traguelantasiding

Curassavinz {16b) +{,9 f~)- - {-)-rurassavirco 7

’ traguelanizsidina

Curassavina H-Owido -, b -1~ {~}-curassavito 7

traguelantanidina

1. Culvenor & Smith (1966); 2. Zalkow et al. (1985): 3. Asibal et

al. (1889);

4. Crowley & Culvenor

(1859):

5. Culvenor

& Smith

{1867); ©. Mohanra] et al._(1982); 7. Bubramanian et al. (1880).
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Z2.2. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAD DE Phs EM Bupatorium laevigatum.

2h2.l..Ekﬁpéfarium laevigatum de Curo Preto, MG.

De Eupatoriuvm Ilsevigatum, coletado no Morro da Forca em
Ouro Preto, MG.no més de fevereiro de_ 1990,'foram is&lados 4
alcaldides.

A an&lise inicial por CG-EM mostrou a presenca de dois
diastereoisdmeros de 13 e dois diastereolsbmeros de 6. Com base
em seus IRK supos-se gque ersam respectivamente traguelantatos e
viridifloratos de supinidina (IRK 1874 e 1285 respectivamente) e
traguelantatos e viridifloratos de heliotridina (IRK 2154 e 217%Z
respectivamente) fTabela 3.1, Capitulo 3).

Baseaﬁdo~8e NOS dados acima adaptou-ge o método
de@&nVOlVidO Frahn et al.'(lQBO).para separacic desta mistura de
PAs, através de coluna de particHo cromatogréfica, vtilizando-se
'Celite 545 imﬁregnada com soluc8o de bérax e eluindo-se com
CHCls=. Este método baseia—sé na complexa@éo.dos -grupos didis
vicineis de PAs monoésteres com dcidos éstérificantes do tipo.
traéﬁeiéntico e viridiflérico cbm a fagse fixa da coluna (borax).

. EStudandé~se & projec8ioc de Newman em torno da ligascBo C27-
CB' de tragquelantatos (p.e. intermedina 6b) verifica-se gque os
grupoé hidroxilas eclipeados (uma condic8o ideal para a formacio
de um compiexo de borato de 5 membros) s8o desestabilizados

"devido & uma intersagio estérica entre os grupos CZ -isopropil e

C3 -metil (Figura 2.46}. O viridiflorato correspondente (p.e.

licopsamina 8c¢) mostra como suwas hidroxilas eclipsadas levam a

uma . conformacas meis estdvel, devido ac grupo C2 -isopropil
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interagir somente com o grupo C3 -H (Figura 2.46). Portante. o©
complexo desestabilizado (traguelantato) é eluido inicialmente na
coluna de partigf3o e o complexo mais estével (viridiflorato) é

retido por mals tempo.

HO OH HO OH

CHg
iq  COOR
CHg

traquelant&tos N | viridifloratos

Figura 2.46. Projecag de Newman de traquelantatés e
viridifloratos em torno da ligagdo CZ2°-C37.

A ausgéneia do grupo 7-0OH aumenta a solubilidade dos
éléaléidea em CHCls separando-se também eficientemente os PAs 13
de 6. Portanto a ordem de eluicl8o desta mistura de PAs fol 13a
7(traqualﬁntato de supinidina), 13b {viridiflorato de supinidina),
6d {(tragquelantato de heliotridina) e 8e (viridiflorato de
heliotridina). Esfe 1ltimo alcaldide ficava retideo por muito

tempo na colun&g, sendo necesséria una exsustiva elulcic com CHCla
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(4—5 vezess mals solvente orgénico doﬁque ¢ necessario para eluir
metade da quantidade de 6d4), e ainda sseim sua recupéracao n&o
corresﬁcndié,a proporciio encontrada nas analises por CG-EM: os
alecaldides 13a e 13b  também eram recuperados em uma proporcio

menor a encontrada por CG—EM'(T&belé 2.5).

Tabela 2.5. QuantificacBio de PAs em Fupatorium Ilaevigatum
coletado em Ouro Preto, uwtilizando-se diferentes metodologias de

snsdlise e separacio.

Percentagem de PA enconitrado por
PAs Coluna de Particsag I CG-EM
impregnada com
Borax :
i3a : - 5 | , 8
13b 4 _ ' 10
Ga . 57 33
6o - - 34 ' a7

0 alcaléide 13a foi obtido como cristal (P.F. 148-149°),
épresentan@o un [ajp=-10,2°, repfeéentando uma base necina de
[adlo “ﬁegafivo. A _&nélise por 'CGuEM foi consistente com &
fragmentagd@o de PAs de estrutura 13 (Tabela 2.2, Figura Z.13),
"sendo este albaléide um éster de suﬁinidina (2) esterificado com
um &cido do tipo traqueléntico (4Z) ou viridifidérico (43),
spresentando & formula moiécula? CisH=sNOs ({MJ+ 283). o IV

mostra bandas de absorgio de hidroxilas (SBSSCm‘l),-éster (1743),'
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' duplé ligsacgio de C (16880m"1)‘e amina {(1Z265cm—1) (PFigura 2.47}.
.0 espectro de 18C (Figura Z.48) mostra sinals a 6-137,7 e 125,7,
os quais indicam uma dupla ligac&o entre C-1 e C-2 da baaé
necina. Os sinais a 8 71,5 (C-8), 61,8 (C-3), 56,8 (C-5), 30,2
(077) 9.263,0 (C-8) indicam a presencga de um éster da base necina
supinidina (Tabela 2.7). O espectro de *H RMN mostra os sinais
caracteristicoes de um éster da base necina supinidina a 65,70
(1H, m, H-2) e 1,54 (2H, m, H-T), e de um éster de &cido (+)
traquelantico & 84,07 (1H, «a, J=6,4Hz, H-3") e 1,22 (3H, d,
J=6,4Hz, H-47); 62,04 (1H, sep, J=6,9Hz, H-5°) acoplando com H-
6" a 60,94 (3H, 4, st,éHz} e H-7" a 60,96 (3H, d, J=6,8Hz), e
A HS:O (Tabela 2.6, Figura 2.49). A sndlise completa dos
eépeotros de 1H RMN a 400 MHz e 13C  RMN & 106 MHz foi
&campanhada prlaby uma“anéliae de espeoﬁéos 2~D homo e heteronuclear,
(Figﬁras 2 .50 e_2.51 fespectivamente). A comparacio dos dados
‘espectfaié, rotacéo' 6tica é 'ponfo de fuslo com dados da
literatura,(Roedef‘& Bourauel 1992).mo§tram que o0 alcaldide 13a &
(~)—-supinina. | ‘

0 alcaléi&g 13b foi obtido coﬁd um &leo, apreseﬁtando T
[aln=-12,56°, rapresentan&é uma base necina com [alp negativo. A
andlise por CG-EM foi consistente com 8 fragmentac8o de PAs de
estrutura 13 (Tabela 2.2, Figura 2.13), sendo este alcaldide wum
éster de supinidina (2) esterificado com um &cido do tipo
"traguelénticc {42) ou viridifléfipo (43), apresentando a formula
molecular CasHesNOs ([MI* 283). O IV mostra bandas de absorcsio
de hidroxilas (340%cm-1), éster (1728cm-1), dupla ligackio de C

(18584cm=1) & amina (12Z8cm~3) (Figura Z2.52). 0 espectro de 12C

et

H
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{Figura ﬁE.SS) mostra sinais a & 137.8 e 125,4, os quais‘indicam
~uma dupla ligacso entre C-1 e C-2 da base necina. Os siﬂaia a &
71,5 (C—-8), 61,8 (C~3), 67,3 (C-5), 30,1 (C~7) e 2b,9 cciej
indicam & presenca de um éster da base necina supinidina (Tabela
2.7). QO espectro de 1H RMN (Figura 2.54) mostra os sinais
caracteristicos de um éster da baée necina supinidina a 65,69
(iH, m, H-Z) e 1,55 (ZH, m, H-7), e de um éster de 4cido
viridiflérico a 84,00 (1H, q, J=6,6Hz, H-3") e 1,25  (3H, d.
J:ﬁ;eﬁz, H-47), e 82,17 (iH, sep, J=6,8BHz, H-5") acoplando com
H-6" Q 50,84 (3H, d. JZSFBHZ) e H-7" -a 60,89 (3H, d. J=6.8H=z)
(Tabela 2.6)7 Estes Aginais-nﬁo.sao'suficientés para diferenciar
entre o8 éstergs de édcidos (+) e {—) Viridiflériées, aon
contrério do que ocorre cém os ésteres de dcides traquelénticos
(ver item 2.1 n&ste'Capitﬁlo). A andlise completa dos espectros
‘de 3 RMN 'a 400 MHz e 12C RMN a 106 MHz foi acompanhada por uma
andlise de eaﬁéotros ~2-~D ﬁomo é heteronuclear (Figuras 2.505 e
2.56 respectivemente). A comparac8o dos dades espectfais com
dados da literatura (Liu et al! 1982) sugefem que o alcaléide 13b
sels (—}~amabilina. A

0 alcaléide 6d foi obtido como um éléo, apresentando um
[a]p=+18,0°, répresemtando uma base necina de [alp positivo. A
.énéliée por VCG~EM foli consistente com a fragmentac&oc de PAs de
estrutura ©6 {(Tabela 2.2, Figura 2.5}, sendo este alcalbide um
éster de 1 esterificado com um dcido do tipo traqueléntico (42}
ou viridiflorico (43), apresentando a formula molecular CisH=zsNOs
([H]*-'ZSQ). 0 IV mostrs bhandas de sbeorgio de hidroxilas

(3384cm—1), éster (173Zcm~%) e amina (123Zcm~1) (Figura 2.57).
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- 0 espectbro de 13C mostra ‘Sinais ad 136,0 e 128,77, os guailis
~indicam uma dupla ligac8o entre C-1 e C-2 da base necina. Oz
ginais a & 79,2 (C-B8), 74,8 (C-7), 61,8 (C-3), b4,1 (C-5) e 33,8
(C-8) indicam & presenca de um €éster da basze necina heliotridina
(lo.,d) Ufébela 2.7, Figura 2.58). O espectro de 1 RMN mostra os
siﬁ&is caracteristicos de um éster da bage necina helictridina &
55,87 (iH, m, H-2) e 4,12 (1H, t, J=6,0Hz, 4, J=4,3Hz, H-7), e de
un éster de ;écido (+) traéueléntico a 84,07 (1H, g, J=86,4Hz, H-
3°) e 1,17 (3H, 4, J=6,4Hz, H-4"); 82,01 (1H. sep, J=6,9Hz, H-5")
acoplando con H~-6" a 60,91 (3H, d, J=6,8Hz) e H-7" & §0,81 (3H,
'd, J=6,9H=), e A H9=0,05 (Tebela 2.6, Figurs 2.58). A esndlise
completa dos espectroe de: 1H RMN a 400 MHz é +2C KMN a 106 MHz
foi acompanhada por uma andlise de espectros Z-D homo e
heteronuclear (Figuras 2.60 e 2.61 fespectivamente). A
compéragéo dos dados espectrais com éadoa da literatura (Asibal
et al. 1889, iiu et al. 1992) mostram qué o alcaldide 64 & (+)-
rinderina.

0 =&8lcaléide Be Tfol obtido como um‘éléo, apregentando um
[aln=+10,5°, representando uma base: necina com [alp positivo. A
analise por CG—ﬁM foi consistente com a fragmeniac&o de PAS de
estrutura 6 (Tabela 2.2, Figura 2.5), aend; este aléaléide 1um
éster“da 1 esterificado com um &cido do tipo traqueléntico (42)
ou viridiflérico (43), apresentando a formula molecular
CisHzsNOs. O IV mostra bandas de absorcdo de hidrozxilas (3394},
égter (1728cm 1), dupls Alig&céo de € (16B4cm~1) e amina
(1228cm— %) {Figura 2.62). 0 espectyro de i3C mostra sinais a &

136.2 e 125,28, o auals indiceaem ume dupls ligsc8o entre C—-1 & C-2
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da bsase ﬁeu:in&. O sinais a & 78,8 (C-8), 74,4 (C—T}; 82,0 (C~
_3), 54,2 (C-5) e 33,7 (C-8) indlcam  a presencs de um éster rd&
Yase necina heliotridina (le,d) (Tabela 2.7, Figura 2.63). * O
espectro de 1H RMN mostra os sinais caracteristicos de um éster
da base necina heliotridina a 85,864 (1H, m, ‘sz) e 4,10 (1H, ©,
J;5,8Hz, Q. J=3,8Hz, H-7), e de unm éaﬁer de &cido viridiflérico a
$3,83 (1H, g, J=6,6Hz, H-3") e 1,27 (3H, d, J=6,8Hz, H-4"), e
52,15 (1H, sep, J=6,BHz, H-5") acoplando com H-6" a 80,89 (3H,
d, J:S,SHZ} e H-7" a 80,84(3H, &, J=6,8Hz) (Tabela 2.6, Figura
2.64). Estes sinais N8y gio suficientes para diferenciar entre os
ésteres de écidoaaff) e (—5 virldifléricos, ab contrério'do gue
ocorre com o8 ésteres de fcidos traquelinticos (ver iteﬁ 2.1
neste Cépitulo), entretanﬁo o derivado isoprépilideno deste
alealdide (46) -(Esquema .2.17) apresentou . uvm &4 HS = 0,12,
‘similar ac A HY9 (=0,20) da parte dcida ndo derivatizada (Figura
2.658}, confifﬁando gue o© ééido esterificante & 0O (-3-
viridiflérico (Asibal et al. 1989). A analise comﬁleta dos
espectros de 1H ERMN & 400 MHz e  13C RMN a 106 MHz foi
acompanhada poY uma andlise de espectros Z2-D homo e heterénuclear
(Figuras 2.66 & 2.687 respectivamente). A comparacic dos dados
espectrais com dados da literatura (Asibal et al. 1289) sugerem

que o alcaldide Be & (+)-eguinatina.
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OH

HCI, TA, 24h

OH

VI. M* 289

licopsamina (Ge) — 7R, 88, #'§, 3’8

- 47

equinatina (Be} — 78, 83, 2’8, 3'3

o 48

Esguema 2.17.
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Tabela 2Z.6. iH RMN (400 MHz, .CDClsz, 6)& de alcaldides
pirrolizidinicos de inflorescéncias de Fupatorium laevigatum

- coletado em Ouro Preto, MG.

1y {—Y-supinina (~)~amsbilina| (+)-rinderina {+)~
(13a) ( 13h) {64} ' equinatina
(Be)
g 5, 70m 5,6%mn ‘5,67m 5,64m
3a 3,374(15,9),m 3,374(15,8).,m 3,30, 3.284(16,0),m
da(ie,0)
3b 3,914(15,8).m 3,03d(15,8),m 3.,874(16,0}),m 3,904d(16,0),m
Ea 2,504{(8,8)}), 2,524(8,8), 2,.584(10,1), 2,b684(10¢,7),t
t(7.2) (7.1} £(7.0) (6.2)
5h 3,13d4(8,8), 3,164(8.,8), 3,224(10,5), 3,218(10,7),t
t(5,3). t(56,3) £(5,9) (6,2)
6a 1.78m [2x]) 1,78m [2x] 1,80q(86,0). 1,794(6,0),
a(13) a1z
Sb - - l$94q(6:0)7 1790(;1(6:0):
_ a(isa) aciz2n
Ta 1.54m 1,56m 4,124(6,0), 4,108(5H5,8),
d{4,3) d(3,9)
™ 2,00m 2,00m- - -
8 4,18m 4,21m 3,88m 3,9bm
8a 4,80m [2x] 4,76d(13,2) 4,844(13,1) 4{77d(18,4)
b - 4.,78d4(13,2) 4,88d4(13,1) 4.,984(13,4)
37 4,07q(6,4) 4,009(6,68) 4,07q(6,4) 3,93¢(8,6)
4°. 1,22d(6,4) 1,25d4d(6,6) 1.174(6,4) 1,27q(6,8)
5 2,04gep(6,8) 2,17T=sep(6,8) 2,01s8=ep(8,2)  2,15sep(6,8)
6" 0,84d(7,0) 0,84d4(6,8) 0,818(6,9)% 0,884(6,8)
T° 0,896d4(6,8) 0,884(8,8) 0,91¢(6,9)% 0,844(6,8)
OH 2,30 3,1 4,3 4,3
L Os valores entre rarénteses representam as constantes de

acoplamento J em Hz.

% Valores interconvertiveis.
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Tobela 2Z2.7. 12C RMN (100,86 MH=z, CDClg, 5) de &alcaléides
_ pirrolizdidinicos de inflorescéneias de Bupatorium lasvigatum de

Ouro Preto.

130 {-)-gupinina A {—)—amabilina {+)-rinderina (4 )~
(13=2) {13b) {6d) equinatina
(6e)
1 137,7 . 137,6 136,0 136,2
2 125,7 125,4 126,7 125,9
3 61,9 61,8 61,8 62,0
5 56,9 . 57,3 54,1 - 54,2
6 26,0 . 25,9 . 33,8 33,7
7 30,2 30,1 74,8 74,4
8 71,5 . TL,5 79,2 79,8
9 62,5 62,3 . 62,3 61,9
1 17,3 1747 175,3 174,0
2° 83,0 © B3, 83,4 84,1
3 64,9 70,6 69,3 - 71,6
4 17,4 17,3 17,1 17,3
5 33,0 - 32,3 33,0 32,2
6" 17,0 16,1 17,2 15,8
7° ‘ 17,2 . 17,7 17,0 17,9
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2.2.2. pupatorium lasvigatum da Serra do Japi.

De Bupatorium laevigatom, coletado na Serra do Japi em

Jundiai, SP, no més de marco de 1832, foram encontrados em
andlise por CG~EM 4 alcaldides princilpais.  Esta andlise mostrou
a presenca de dols - diastereolisimeros de 13 & dois

diastereoisbmeros de 6. Com base em comparacso com A. laevigatum
coletado 1o Morro da 3orca, Ouro Preto, MG (ver item 2.2.13,
supos-ge gue eram respectivamente traguslantatos e viridiflaratOQ
de spuplnidina, & traguelantatos e viridifloratos de helictridina
(Tabela 3.1, Capitulo 3). | L S

Utilizando-se a mesma metodologia de separaclo descrita no

item 2.2.1. conaseguiu-se até o momento isolar Bmg de 13c. Este
alcaldide fol obtido como  um 6160 amareladc, apresentando um
[aa]lp==186,2°, representando umsa base necina de [alp negativo. A

‘andlise por CG-EM foi consistente com a fragmentacfio de PAs de
estrutura 13 fTabela 2.2,.Figura 2.13), sendo este alcaldide um
ézter de supinidina (2) esterificado com um écido —do Tipo
traguelfintico (42) ou viridiflérioo (43),Japresentando a formula
molecular CisHzsNOa ([MI*+ 2B3). O IV mostra bandas de ébﬁorcéo
de hidroxilas (3408cm~1), éster (1732em~1) e amina (1228cm—1)
(Figura 2.68). 0 espectro de 12C mogtra sinais a 8 137,0 e
.123,5; os quals indicam uma dupla ligac8o entre C-1 e C~2 da base
necina. Os sinais a & 72,2 (C-8), 60.9 (C-3), 56,5 (C~5), 25,4
(C-T7) e 28,4 (C-6) indicam a presenca de um éster da base necina
supinidina (Tabela 2.3, Flgura 2.69). 0 espectro de 3H RMN
mostra o8 sBinals caracteristicos a 85,75 (1H, m, H-Z), e 1,75 &

2,20 (2H, m, H-T7), o8 guais podem ser de um éster da baee
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- pupinidina. Entretanto a néo eqﬁivaléncia dos protons em C-7

.éinda ndco fol verificada pera ésteres deste ﬁipo {Roeder &
Bourauel 1892, Liu et al. 1992), além disso o deslocamento deAﬂ~8
a 4,68 ests em campo mails baixo do gue o normalmente verificado
para'este- tipo de ésteres (4,14 e 4,15 -, Roeder & Bourauel 1882,
Liﬁ et al. 1992). Os deslocamentos a 64,12 (1H, @, J=6,4Hz, H-
37) e 1,22 (S8H, d, J=6,4Hz, H-47); 61,97 (1H, sept, J=7,0Hz, H-
57) acoplando com H-6" =& 60,98 (3H, 4, Jﬂ?,OHz) e H-7" a 80,83
(34, 4, IJ=7,0Hz), e 4 HS=0,20 (Tabela 2.8, Figura 2Z.70) s%o
cawacteristigos de um éster do dcido “{~)-traqueléntico, guando
estes esterificam bases &o tipo 1 (Zélkow et al. 1885, Asibal et
al. i888). A andlise completa dos espectros de IH RMN a 300 MHz
a‘ 12C RMN a 7L MH=z fqi acompanhada por uma'anélise de- especﬁros
2-D homo e heteronuclear (Figuras 2.71 e é.72, respectivamente) .
Sugefe~se inicialmente que este aicaléide seja a base ()=
" gupinidina estérificada no C-9 com o &cido {~-)Y-tracueléntico, e
dé-se 0 nome de iaevigatina (130)‘ para este PA. Para a
determinac8oc da coﬁfiguragéo abeoluta da :pafte dcida e basica,
via rotac8o &tica, & necessdria ﬁma hidrdlise bésica deste
ralcaléide.r Devido a peqﬁéna quantidade de materiél isolado,‘esta
andlise ainda n&o foli realizada. Anteriorm;nte Mohaﬁraj et ali.
1982, relataram a presenca de uma mistura conténdo os alcaldides
coromandalinina {(-)-supinidina + dcido tragueléntico] e
"heliovinina [(-)-supinidina + écido viridifléricol, e propuseram
que os acidos esterificanﬁes seriam (-)-tragueléntico € (+)-—
viridifldérice, respectivamente. Entretaﬁto nenhuma analise via

rotaglo &tica destes Scidos foil efetunda para e conflrmar cessoB
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- proposicoes. Supbe-se gue os PAs relatados como coromandalinins
e heliovinina, devido a asus espectroa de 1H-REMN Bejam

re&spectiva}nénte supinina {13a) e amabilina (13b).
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t

Tabela 2.8. 1H RMN (300 MHz, CDC1 §)a e 3C RMN (75 MHz, CDCl

3’ 3’
5)= de {(-)-laevigatina (13d) iesolada de inflorescéncias de

Eupatorium laevigatum coletado na Serra do Japi.

PomsicBo I H , : - 130
1 : - - 137,0
2 5,75m 123,5
3a 4,254(15,2) ' 61,0
3B 3,524(15,2) | -
5a 3,49 ' . BB,5
5b 2,Tin : -
6a 2,19m | 29,4

- Ta L 1,75m | 25,4
To . 2,20m S
8 4,680 . 72,2
' Ba . 4,914(13,5) : 60,9
9o '4,714(18,5) .-
v - 175,2
2° L | - 83,3 -
3 4,124(6,4) 89,5
4 1,224(6,4) 17,1
5 1,97sept(7,0) 33,0
6 10,934(7,0) ' 17.0
7 0,984(7,0) 17,0

OH 2,70 -

a. QO wvalores entre parénteses representam as constantes de

acoplamento J em Hz.
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2.3. ISOLAMENTO E IDERTIFICACEG nr PAs EM Trichogonia goerdneri.

De Trichogonia gardperi, coletada na Serra do Japi, em
Jundiai, S?‘no més de feverelro de 1880, ol isolado um inico PA.
A anidlise inical por CGQEM mostrou & presenca de um PA de
estrutura 6. 0 isolamento deste élc&léida se deu por meio de
cromatografia de adsorg3o em Silicé gel, usando como fase mével
umse mistura de CHCla:MeCOH:NH4CH (80:89:1). Com base em B&UVIEK
sUPOSsS—Be gu§ era um viridiflorate de retronecina (IRK 21i45)
(Tabela 3.1, Capitulo 3).

0 alcaléide 6c foi obtido como -um 6lec, apressentando um
[adp = +4,lf, r&pvesenbandg-nma base necina com [q]D pogitivo. A
andlise por CG-EM foi ccnsisteﬁte com a fragmentacss de PAs de
eabtrutura 6O (Tabela 2.2, Figure 2.5}, sendo este alcaldéide um
éster de 1 esterificada.gom um acido do. tipo tragqueléntico (42)
ou viridiflérico {43}, apreéantando a formula molecular CisHzsNOs
ﬁ([M}* 299). AO 1V mostrsa bandas de absorcdo de hidroxilas
(3406cm—1 ), éster (1728cm;1),'a amina (1230cm*i) (Figura 2.73).
0 espectro de 12C mostra sinais a & 152,8 e 130,11, os guais_
indiéam uma dupla ligacdo entré C-1 e C-2 da'base necina. Oe
sinais & 5 78,3 (C-8}, Ti,O (C~-7), 62,9 (C-3), b3,8 (C-b) e
56,2 (C-8) indicam & presenca de um éster da base necina
retroﬂecinﬁ {la.b) (T&bela 2.9, Figura 2.74). O espectro de *H
RMN mostra os sinails caractéristioos de vm éster da base necina
“retronecina a 85,84 (1H, m, HMZ)'§ 4,22 (1H, m, H-T7), e de um
éster de Adcido viridiflérice a 863,22 (1H,.q, J=6,8Hz, H-3") e

1,20 (3H, d, J=6,EHz, H-4"), e &2,10 (1H, s=sep, J=6,BHz, H-5")

acoplando com H-%" a &0,82 (3H, d, J=6,8Hz) e H-7 a &0,86(3H,
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- d, J=6,BHz) (Tabela 2.9, Fig‘ura. 2.758). Eﬁtes sinais nf%o s8o
_ suficientes para diferenciar entre os ésteres de &cidos (+) e (-
5 viridifléricos, ao contrdrio do gue ocorre com os ésteres de
Acidos tragquelénticos (ver item 2.1 neste Capitulo), entretanto o©
derivado iaopropilider}o deste alcaldide (47) (Esquema 2.17) com &
HQ. = 0,088 u (Figuras 2.78) confirma a apresenca de wum Acido
esterificante tipo ({(-)-viridiflérico (Zalkow et al. 19B5). A
anélise completa dos espeot‘ros de 1H RMN a 400 MHz e 120 REMH a
106 MHz foi acompanhada por uma andlise-de egpectros Z-D home e
heteronuclesar (Figuras 2.77 e 2.78- respectivamente). A
comparac8o dos dados asﬁectrais com ‘dados d.é literatura (Zalkow

et al. 1985) mostram que o alcaldide Go é. (+)-licopsanins.
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_ Tabela 2.9. 1H RMN (400 MHz,

CDC1 &)=

31

de {+)-licopsamina (6¢) isolada de

CDCls, &)=

Trichogonia gardnerli .giletads na Serra do Japi, SP.

e 13C RMN

(100,6 MH=,

partes aéreas de

Posiclo 14 158G
1 - 132,8 .
2 5,84m 130, 1

Za 3,354(1,6)d(5,6)4(15,8) 62,9
3o 3,87,4(16,3) -
5a 2,6Tn 53,8
5b 3,2im -
6a 1,83 36.2

- b 1,95m -
7 4,22n 71,0
8 4,12m 78,3 . -
. %a 4,69d4(13,0) 62,6
'gb 4,794(13,0) —
1- - 174,4
2- - 83,7
3 3,92q(6,6) 71,0
4 1,204(6,6) 17,3
5 2,10s8pt(6.8) 32,4
6" " 0,82d(6,8) 17,7
T 0,864(6,8) 16,0
OH 2,80 -

a. 0Ogp wvalores entre parénteses representam as constantes de

-acoplamente J em Hz.
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2.4. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAC DE PAs KM Adenostemma. .

Em partes aéreas de Adenostemma, coletada na Serra do Japi,
em Jundiai, SP no més de fevereiro de 1990, foi isolado um unico
PA. A &a&néliese inical por CG-EM mostrou a presenca de um PA de
estrutura 6. O isolamento desté a;caléide se deu por meio de
cromatograflia de adsorgio em silica gel, usando comé fase movel
uma mistura de CHCls:MeOH:NH4OH (80:98:1). Com base em seu IRK
SUpoS—8e que era unm traguélantato de vretronecina (IRK Z131)
{(Tabela 3.1, Capituloc 3).

0 &lcalbide 6b foi. obtido como um 6196, -a§resentaﬁdo um
[alp=+6,56"°, represéntando uﬁa base necina com [alp positiﬁo. A
andlise por CG-EM féi‘ednsiatente com & fragmentagtio de-PAs de
estrutura 6 (Tabela 2.2,'-Figura'2;5),“-sendo este alcaléide'uﬁ
éster de 1 estérificadé com um &cido do tipo traqueléntico (42)
‘ou viridiflér;co.(éa), épresentaﬁdo a formula molecular CisHzsHNOs
([M1+ 299). O IV mostra bandas de absorcidco de hidroxilas
(3424cm—1), éster -(1727cm—1), dupla ligacB8c C=C (iﬁﬁécm*l) e
smina (1232cm“1). (Figura, 2.79). 0 esﬁectro de 13C mostra
. sinais a © 132,55 e 131,86, os quals indicam uma dupl&.ligacﬁo
entre C~1 € C-2 da base necina. Os sinais a & 78,7 (C-8), 71,0
(C~?)§ 63,0 (C-3), 63,8 (C~-H) e 38,2 (C-8) indicam a presenca de
ﬁm‘é$ter da base necina retronecina {l1a.b) (Tabela 2.10, Figura
2.80). O espectro de *H EMN mostra os sinais caracteristicos de
um éster-da baaé, necina retronaciné a 65,98 (1H, m, H-2) e 4,28
(1H, m, H-7), e de um éster de &cido (+)-traqueldntico a 54,12
(1H, a, J=6,6Hz, H—S’) e 1,22 (3H, d, JZS,GHz, H-47), e 62,03
(1H, sep, J=6,BHz, H-5") acoplando com H-6" & 60,95 (3H, 4,
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. J=6,8BHz) & H-7" & 60,84 (SH, d,‘ J=6,8Hz), e & H9=0,08 (Tabela

2.10, Figwvra 2.81). A anidlise completa dos éspect.ros de *H RMHN a
30(} MHz e 12C RMN a 75 MHz fol acompanhada por uma andlise de
egpecthros Z2-D homo e hetargnuclgar {Figuras 2.82 | e 2.83
respectivé-.mente)'. A comparagas dos dados. espectrals com dados da
li{.er'atur& (gélkow et al. 1885) sugerem que o alcaldide 6b & (+)~

intermedina.
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- Tabela 2.10.

: CDCIS,

i1H RMHN

)= de {(+)-intermedina (6b)

(300 MHz,

Adenostemma gp. da Serra do Japli (em CDClB).

=
3° 8% e *Pe pun (75 MHz,
isolada de partes aéreas de

‘Poagiclo iH 13¢
1 - ' 132,65
2 5,98n 131,86
3a k3,44d(1,5)d(5,9)d{15,0) 62,9
3b 3,85d(15,0) _ -

Sa 2,744(6,3)d(8,0)d(11,4) 53,8
5b 3,284(1,8)4(7,2)d(9.,0) -
6 1,902, 10m 36,2
T 4,28m 70,9
8 4,18m 8.7
%a 4,783(12,86) 62,6 ©
" 9b 4,874(1%,6) -
1 - 174,56
2- - 83,0
3’ 4,129(6,86) ‘69,3
4 1,224(6,6) - 16,8 -
5°  2,03hept(6,9) . 34,9
6" 0,964(6,8) 17,1
7" 0,94d(6,8} 17,0
OH 2,80 -
a. Os wvalores entre parénteses repregentam as constantes de

acoplamento J em Hz.
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3. SEMISINTESE DE PAs.

0 objetive da semisintese de PAs é a obtencfo de PAs, éue
foram verificados em pequenas proporgfes tanto em plantas como ' em
boboletas analisados? parsa iuturos experimentos. Os experimentos
a serem realizados sdo: 1. a incorporacio destes alcaldides - in
vivo por borboletas, 2. &Xperiméntas prara verificacio da
atividade degtes alcaldides na defesa guimica contra predadéres.
Neste trakalho apenas inicliou-se a semisintese destes aloaléﬁdes,
aenée que esta continua em andamento.

Com © objetivo de se verificar a-ativi&ade da insaturagéo
do anel nos ‘exPEfimentos‘ de. incérporag%o.'e defgaa aguimica,
rlanejou—a¢e obter éstefes:de 4 com Acidos do tipo traqueléntico
(42) ou'viridiflérico {43)! A base necina 4a foi semisintetizada
(ver abaixo);r. entretanto o acoplamento . com cs .| &cidos
esterificantes ainda ndo foi realizado. Estes. acidos devem ser
isolados via hidrélise de PAs de‘plantaa.

Outro tipe de estrutura a ser testada em expériﬁentos de
incorporacio e .defeSa quimica; sao PAs éncdntrados somente em
lepiddépteros da familie Arctiidae (p.e. calimorfina, 403‘ - guja
configuracado absoluta do dcido nécico ainda nio foi determinada)
(Aplin & Rothsechild 1972, Rothschild et ai. 12872, Edgar et al.
1980, Wink et al. 1988, L Empereur et al. 1989, Ehmke ot al.
1890, Hartamnn et al. 1880, Biller et ai. 1831, Trigo et al.
1893). Este tipo de alcaldide & parcialmente biosintetizado, por
estes lepidépterﬁa, 21 partip da bage necina adguirida de ifontes
v&getéis e © fcido nécico originado bicosinteticamente de o-

amincdcidos (p.e. 1isoleucina) (Ehmke et al. 1890, Biller et al.
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1991) . A semisintese da mistupa de calimorfina e seu
diasterecisomero no C-2° da parte 4dcida foi realizada (ver

abaixo}.

3.1. SEMISINTESE DE BASES NECINAS.

0 procedimento para a obitenc8o da (-)-platinecina a partir
da (+)-retronecina através de hidrogenagdo catalitica (Esguema
2.18) foi m&dificado de Adams & Rogers (1841). Estes autores
utilizaram Raney-MNi e pressfo. A ubtilizac8c da catidlise de PI-C
A temperatura e pressio ambiente mostrou-se altamente eficiente
com redimentos quantitativoé. A reacio é estereoseletiva, sendo
que a molé&cula de.la complexa com o0 catalisador somente pela face
convexa do anel._ A complexac8oc com a catdlise pela face concava
do anel deve ser impedidg estericamente rela hidroxila em £ no
C~-7. Qs dados de rotag8o &tica e ponto de fusiic e3c identicos
'aos encontradoé na literatura (ver Experimental, Capitulo 7).

Os deslocamentos quimiooé de 12C REMHN (Tabéla 2.11 e TFigura
2.85) foram comparados com o dados de Hédy et al. (1979) e
Fleet ot al. (1991). O 13C’ RMN em Mody et al. (1881) foi
reélizado em D=0, o que implica que og deslocamentos quimicos sdo
ﬁédia Jpmm. deslocados para campo mals baixo guando comparados ooOm
os dados da Tabela 2.11. O 13C RMN em Fleet et al. (1881) foi
realizado em CDz30D e oz deglocamentos guimicos estio em média
"1,5ppm deslocados para campo mais'baixo guando comparados com O
dados da Tabela 2.11. Esta‘diferanca com dados de Mody et al. e
Fleet et al.  devem eaﬁar relaclionados  com o efelto de

degblindagem de solvente noe espectrog reslizados em D e




lie

‘Capituloe 22
- CD=0D. 0 sinal de H-8 -é aémelhanta nos tres solventes,
provavelmente porque em todos eles devem sofrer o efelto de
desblindagem do par de elétrong desemparelhado do H.
O deslocamentos guimicos de *H BRMN (Tabela Z.11 & Figurs

2.887 foranm comparados os dados

de Aasen & Culvenor (19689).

OH

= OH

16% Pd-—

oH
C, Hy

" (+)-retronecina (la)

MeOH, TA,

latm, Sh

(—»)e—platmécina (3a)

Eaquema 2.18.
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Tabela 2.11. 2*H ERMN (300 iHz, CDle, &)= e *=C 'RMN (75 MHz,

CDClS, &¥= de (~-)-platinecina (3a).

Posicio iH 13¢
1 5,34-2, 45 , 42,8
Za 2,104(11,8),4(2,73,4(8,0) 26,9
Zb 1,6%m -
3a 2,764(10,5),d4(2,7),4(9,0) 55,5
3b 3,104(10,5),d(7.2),4(8,0) -
5a 2,854(17,4),4(11,2),4(10,2) 53,9
5b 3,204(17,4),3(2,5) : -
6a ~ 1,80-2,00m : 36,0
7 4,20m 72,1
8 3,214(3,0),4(8,0) , 72,8
9a 3,85d(11,4),4(4,5) 60,0
% 3,93d(11,4),d(2,3) | -
OH 5,7 : -

a- O0a valores entre parénteses representam as constantes de

acoplamento J em Hz.
3.2. SEMISTNTESE DE MONOESTERES.

3.2.1. SEMISINTESE DE 9-0-(%)-2-METIL, 2-HIDROXI-BUTANCATO DE
(+)-RETRONECINA (404).

0 procedimento sintético para.a obtencio de 40& {Esgquens
2.19) envolveu o acoplamento do acido nécico racémico (49) com a
{+)-retronscina (la), obtida oticamente pura pela hidrélise da

(+)-monocrotalina (38). O &acido calimorfinico racemico (48) foi
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obtido através da acetilacso com ﬁ.cCls do dcido (%)-2-hidrox:i, 2-
“metil butandico (48) (Esquema Z2.18).

C}s dados de *H e 13C .RMN do Acido (i}A Z-acetil, Z2-metil
pbutanéico (&cido calimorfinico, 48) estdo na Tabela 2.12 e
Figuras 2.91 e 2.90, respeétivameﬁte)., Duas caracteristicas
interessantes deste composto s8o: l./ os sinals dos protons no C-3
mostram-se ndc eguivalentes, e 2. o sinal da hidroxila do &cido

esta deslocado para campo alto {(67,9).

QH

0 48
AcCl
refivzo
24k

QAc

¥ H '
A OH ,
£ HO ‘ BCC, BMAP, CHCh
N _ + 24k, TA

O 4o S
le 404

Esguemsa Z.18.
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Tabela 2Z2.12. *H RMN (300 MHz; em CDClz, 8)& e 12C RMN (75 MHz em

CDC1 )2 do deido Z-acetil,Z-metilbutanéico (acido

3’

calimorfinico, 48).

fasigéﬁ iy ) i vop
! o - | ' 170,52
2 | - 80,77
3 ' 1,%0(15,00,907,3) 10,84
3b , -1;szde1s,c1,q51,51. ' .
4 ) 0,93t(7,5 ‘ | ‘ 7,5
3 1, Ms | ) 20,52
& | - : 177,52 .
T o 2,0 20,85
W 1,9 ' N

a. Og valores entre parénteses representam as constantes de

acoplamento J em Hz.
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0 acoplamento regioespecifico do &cido com & bass no C-8
desta fol obtido utilizando-se a metodologis usada anteriormente
por HNishimura et al1. (1987) na sintese de indicins (8a) e
intermedina (6b). Estes autores acoplaram regiosséletivgmente no
C-9 da 0%}—retrqneoina, os derivados lisopropilidencs dos &cidos
(+5 ' e .(m) tragquelénticos utilizando N,N -
diciclohexilcarbodiimida (DCC) na presenca de 4-(dimetilamino)-
piridina (DMAP) em tolueno; seguida pela hidrélise do acetonideo.
A tmica modificacsp introduzida no presente trabalho, feoi a
utilizac&o @e diclorometano egeco &o inves de tolusno come
solvente. GO rendimento‘apresentadq foi de 40%, enguanto gque o
rendimento de Nishimara et al. (1887) foi de‘Tl%. Entretanto nio
foram feitas outras tentativas para a.otimiZacée desta Peacéd.
Os dados de *H e 13C RMN do compasté 40a est8o na (Tabela
2.13 e rFiguras 2.94 e 2.93, respaétivamente). ﬁ reacgio de
" acoplamento prbdﬁzin dois estereoisomeros no C-2° de parte acida
na proporcdo 1l:1 (andlise por GC-MS). A andlise de 1H, 213C, além
da andlise de RMN 2D COSY (Figura 2.85) é HETCOR (Figura 2.86)
nio possibilitdram diferenciar coﬁ 'preciséo os deslocamentos
guimicos dos déis ésteféoisomeros. No  RMN dé 1H os ﬁﬁicos
deslocamentos distinguiveis sfo aqueles perténoentes éos protons
gemin;is disterectdpicogs H-9a e H-8b. BRaseando~se no & & HS,
verifica-se que um dos diatereolisbOmeros apresenta o 4 & HO
(= 0,11) eimilar a0 & & H® da calimorfina (= 0,10) isclada do
arctiideo'éhopﬁaela vermiculata pér L Bmpsreur et al. (1889). O
RMN de . *2C também mostra dols estereolsbmeros, os guals foram

distinguidos a partir da comparacdc das intensidades dos sinaie
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de ambos. Esta comparacso fol possivel devido a0 material
7 enviado parsa andlise de RMN apresentar uma razio de 1,8:1 enfre
os diasterecoisbmeros (devido a rurificacHo em coluna
cromatografica em silica gel). Entretando através da comparacdo
com os dados de L Empereur et al. (18889) nio f_oi poEsivel -se

determinar* gual dos distereclisdmeros & a calimorfina.
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- Tabela 2.13. *H RMN (300 MHz emVCDCls, G2 e I3C RMN (75 MHz enm

- CDClg, &)= de 40a (2 diastereoisomeros em C-Z7).
Posicio oy g 137 2epe
& B 6 E

1 _— - - ‘132,38 137,58 132,40
2 5,88 5,858 5,880{1,4) 178,92 $79,18 130,25
3a §,410{(15,0) 4,110(15,0) 3,884 (15,6) 62,25 52,25 2,18
3b 3,508(15,0) 3,50d(15,9) 3,444(15,9) - - -
5a 3,45-3,558 3,453,558 3,368(9,2 53,79 53,74 3,91
5h 2,91-2,67z 2,91-2,87n 2,768(5,2) - - -

b 1,92-2,6a 1,92-1, 048 1,98-2,04n 35,74 3,7 35,74
T 4 4,37 §,75 70,75 70,80 71,03
g 4,378 4,378 4,215 78,48 72,60 78,71
% 4,796{13,0} 1,850(13,0) %,76d(13,0) &1,86 61,85 62,89
%h 4,683(13,0)  4,874(13,0) §,b64(43,9) - - -

S - - - 170,38 170,45 176,23 .
2’ - - - 80,97 8,97 89,95 '
W T LB, 1,83d(7,2),  1,80-2,008 31,00 31,2 30,98
Gl15,00 (50 |
3t 1,97d47,2), 1,976{7,2), ' - - -
51150} q{15,0} :

4 0,93{7,2) #,93t{7,2) 0,811{7,5) 7,60 7,40 7,62
5 1,568, . 1,57s 1,54 26,48 20,68 20,67
6 - - - 172,31 U219 13,15
7 2,09z 2,09 - 2,07 2,08 21,04 71,09

a- Os wvalores enbre parénteses representam as constantes de
acoplamento J em Hz.

“b. valores de L Empereur et al. 1989.
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PADRACO QEKIEf%ﬁIE(Z{E PIA INTEREFACIE
PLANTAS BORBOLETAS ITHOMY INATS

SRR

A presénca de Pha e seus derivados em borboletaé aa
Subfamilia Ithomiinae n8o e extensivamente relatada na
literatura. Pliske (1975a.b,c) correlaciénou as visitas de
adultos de Ithémiihae a fohtes vegeﬁais com PAS com a aguisicdo
destes compostos por 'parte dos lepidoptercs, sem entretanto
realizaf uma analise quimiéa dos insetos e plantés. Edgar et al.
(1875) isolér&m uma 2-hidroxi~2-(1-hidroetil)-3-metil-y-
butirclactona (ver Esgquema 1.4, Capitulo 1),. relacionada com
acidos esterificantas de PAs (tibo acido (-)-viridifidorico (43a))
de pincéis de pélos de machos adpltos de Ithomiinae. O‘primeiro
trabalho evidenciando a presenca de PAs em borboletas Ithomiinae
e mostrando que estes alcaléides eram aéquestrados de fontes
vagetaié foi de Brown (1884, o gual através Jde ansdlise
colorimétrica _éonfirmou a presenga de PAs tanto em fontes
vegétais, quante em borboletas., relacionando—-os com & defepsn
guimica destes leplidbpteros contra a aranha Nephila clavipes.
Brown (1985)- caracterizou, por RMN (B0MHz), PAs em varias
espécies de Aatér&ceae e VBoraginaceae visitadas por borboletas
Ithomiinae, & uma mistura de licopsamina (6¢):intermedina  (6h)

(6:4) em Mechanitis polymmia casabpranca. Além dissc analisoun
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colorimety icamentz 87 espécies (32.g8neros em 11 tribos) de

- Ithomiinae . guantificando os PAs presentes nestes leplddpteros.

1. PADRAQ G&&MICG DE PAs KM FONTES VEGETAIS VISITADAS POR ADULTOS
DE ITHOMI INAE. - |
A coleta das plantas para andlise de PAs fol baseada na
observac&o dg visitas de borboletas Ithomiinae a estes vegetsails
(Trigo 1888). &= Geralmente estas wvisitas eram realizadas por
machos (895%) .que visitavam inflorescéncias, ese alimentendo de
néctar além de adguirir PAs. ou botGes, infrutescéncias e folhas
secas ou em decomposicéo, apresenténdo nestes casos um
eomportmﬁenﬁo de farmacofagia.
A Tabela J.1. mostra =a anélise através de CG-EM de PAs
presentes em plantas visitadas por adultos de Ithomiinae.
Todas as espécies pertencentes a tribo Eupatoriene
apresentaram ?As monoésteres (principalmente'esteres de 1 -
alcaléides do tipo 6). |
Partes aéreasl de Adenostemma ap;kcoietadé na Serra do.
Japi; -Junﬁiéi, SP, no més _de fevereiro de 1880 apresentaram
maﬁoritariamente (+)-intermedina (6b) {a estrutura foi
confirmadafpor métodos fisicos — ver Capitulo 2).
Inflorescéncias de ﬁgeratum_conyzoides coletados na Mata de
Santa Genebra em Junho de 1986 apresentavam majoritariamente o

;alcaléide 6, o qual pode ser equinatina (6e) devido ao seu IRK

1. Borboletas Ithomiinae & Danailnae foram cbssrvadas viesiltando as
inflorescéncias. Hntretanto estas eram diminutas e partes adérean
forvam coletadas para se obier uma malor guantidade de PhAs.
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- 2172, O alcaldide & também éstava rresente em qua:ntidadea

significativas. Wiedenfeld & Roeder (1981) isclaram licopsamina

(6c) e eguinatina (6e) de 4, conyzoides coletado no Quéniea,
entretantc ndo apresentam informagBes sobre a rotaglo Stica e
proporcio ‘destes_ PAs.

- Infloreécéncias de. Eupatorium léaviga.mzm foram coletadas em
diferentes lqcalidades e datas e apresentavam o padrio sbaixo:

1. F. jaevig&ztum, colétado no Morro da Forca em Ouro Preto,
MG, no més de feverelro de 1880, apresentou majoritariament.e {(+)—
rinderina (6(}) e (+)-eguinatina (Sel)_. ‘além de (-)-supinina e (-)-
amabilina em menor propofg&o (as est_x;utﬁi‘as foram confirmadas por
métodos Fisicos - ver Capitulo 2). Além destes PAs éncontrou—se
t,x;ac:os de hidroxidanzaidal  (39) e dow alcal'giaide 29 na- frac;&;:; de
alcaléides livres. Entretanto, comc; desiciropirrolizinas ndo &80
deteétévéis devido ao "método de fre;c;ionamento empregado (ver
" Capitulo 23}, méi;c.s estudos, utilizando-se de um método de extracio
e fracionamento ‘alternativo, devem ser reali_zados para o
isolamento e eluciaac;ﬁo egtrutural destes aari{rados de PAs.

2. E. laevigatum, coletado né' Serra do Japi, Jundiai, 8¢,
no Iﬁés de rﬁaio de' 1982, é\ﬁ»resentou o mesmo padrio -quimioo daéuele
coletado_r em Ouro Preto, MG:. Entretanto, a .anélise v:.ia RMN (ver
Capitﬁlo 2) de um dos compostos ismolados ({MI+ 283, IRK 1978)
mostrou aue esta substéncia n8o era (-)-supinina (13a) (gue
“também apresents o mesmo [MI+ e- IRE), e sim um alcaléide novo,
gue fol chamado ds (m)-la_evigatina {(13c). Sugere-se que este

elcaldide apresente a8 base necina (-)-supinidina e como &cido
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&Bter-ifié&nt&' o &oldo (-i-tragueléntico (ver’ Capitulf’;) 2).7 G,
isolemento e caracterizacs, dos outros 3 PAs estd em andamento.

3. E. laevigatum, coletado -na Matsa de Costa e Sil*&a,
.C'ampinas, 5P, em marco de 1892, apresentou os alcaldides 6 e 13
sendo o primeiro majoritéario. Browﬁ -(1885H) isolou .éqﬁinat‘;ina {Be)
de E. laevigatum coletado na regido dé Campinas, entretanto o IRK
do alcal6ide 6 agui encontrado (=215Z2) n8o corresponde ao IRK da
eguinatina (__ée) (=2172). |

. Inflorescéncias de E‘upatori;zm maximiliani coletadas na Mata

da Pedra, _Mogi Guacu, SP, em feyereiro de 1990, apreéentém
‘.ma:joritariamente um dos d'iaatereoisémeros de 8 com IRK 215Z.
Brown (1985) isoloﬁ fiﬁdefina (6d} de inflorescéncias | de E.
maximiliani dfﬂ regido de"Al-Campihae;, _-séndo gue este alcaldide
spresenta © mesmo IRK de 6 ieclado acima.

Inflorescéncias de Fupatorium mexiae coletadas na Mata da
Pedra, Mogi ’Guac;ﬁ, 8P, em novembro de 1984, apresentaram
majoritariamente o -diasltereoisémero de 6 a IRK 2152, lout.ros 3
diastereaisémeroé tambémn estava-m praaentest &mn .m_enor guantidade.

Igflorescéncias de Eupatorium pauciflorumn coletados. na Mata
de Costa e Silva (e na UNICAMP)., Campinas, 8P, apresentam
majoritariamente o alcaldide 13 com IRK 1978, seguido do PA 6 com
.IRK- .2152. Ai’zélise de folhas e raizes desta espécie também foram
realizadas, m.ostrando que raiées apresentam maJoritariamente o
‘diéster 41 (Tabela 1 - Apéndice).

& anslise de inflores_céncias de Eupatorium punctulatum,

coletado na Serra do Japi, Jundiai, SP, em fevereiro de 1990,
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L

mostrou majoritariamente 2 alcaldlides 6 com IREs 2152 e 2145,
~além de um PA de estrutura 13.

inflorescéncias de Eupatorium ﬁgualiduﬁ, coletado na Serra
do Japi, Jundiai, 8P, em margo de 1880, mostroﬁ majoritariamente
dois alcaldides de estrutura-13 (IRks 1878 & 1885).

Partes aéreas de Trichogonia gardneri, coletada na Serra do
Japi, Jundia@, sP, em margo de 1880, apresentou somente (+)-
licopsamina = (caracterizado por RMN -  ver Capritulo 2).
Anteriormente, . Brown (1985) +tinhe caracterizado licopsamina em
inflorescéncias de TI. gardneri da Mata de Amarails, Campinas, SP.

Inflorescéncias de ‘EMIJia sonéhifblia . {Heliantheae)?#,
coletadas na Mata de Costa e Silva, Campinas, SP, em marco de
1985, apresentaram majoritariamegte PAs 1.,Z-gaturados monocésieresn
(iso—-24, 24) e macrociclicos (30), além de um P& macrociclico com
a base otonecina, 31. | |
| Folhas é flores de algumas espécies de Héliotropiuﬁ
(Boréginaceae}. eraﬁ visitadaé com frequénecia por machos de
ITthomiinse. Estas espécies apreﬁeﬁtaﬁ geralmente PAs.
monoéstereé.i

B Foihas de Heliotropium indicum, coletadas na Mata da Pedra,

Mogifﬂ Guaga, 5P, em novemnbro de i1e84, apresentaram
majoritariamente o alcaléide‘ 6 com IREK 2127, oprovavelmente (+)-
indicina (6a). Bste aicalblde fol isclado anteriormente desta

‘meema planta por Mattocke et al. (1981).

2. Inflorescéncias de Emilia sonchifolia raramente sio visitadas
por adultcﬁ de Ithomiinae.
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Folhes e Heliotropium transalpinum apresentaram uma
~wvariacB no padrdo quimico nas duas localidades onde foram
coletados.

H. #ransalpinum, coletado na Serra do Japi, Jundial, SP, em

marco de 1991, apresentou majoritariamepte o alcaldide B (IRK
0921), seguido do alcaléide 6 (IRK 2152).  H. transalpimum
coletade no Horto Florestsal de& Rio Claro, Rie Clarc, SP, em
fevereiroe de 1880, apreseﬁtou uma grande diversidade d& DPAs,
sendo o8  majoritirio o alcaldide 6 (IRK-2121), 8 (IRK_ZlSB) e 11
(IRK 2215). Folhas desta espécie foram analissedss snteriormente
bor Triéo et al. (1998) ) mostﬁaram méjoritariamente dois
alcaléides de estrutura 8 (IRK 2203 e 2218). Esté egpécie é
uéilizada como planta hospedeiras &a lar?a' pelos - arctiﬁeos
Hyalurga s8yma e Scearctia figuliné{ os'quais sequestram PAs

destés (Trigo et al. 1993 e dados nio publicados).




PAs em plantas e borboletas _ ' ‘ 12¢

Tabela 3.1. Cromatografia gaeosa capllar de PAs présentea.em
_inflorescénﬂias e Tfolhas de algumas plantasg utilizadas ﬁor
Tthomiina=s adultos como fontes vegetals para obtencsEco de pgs,; A
'peroentagenaf%) ¢ dada em abundéncia relativa. (Programa de

Temperatura: 150-300°C, 6°C/min).

Adenostemnna sp. {(Serra do Japl)} -~ partes aéreas.
Alealdide IREK M+ %
- (+)-intermedina(6b)’: 2131 289 88
6 2145 299 <1
. éster de 2 2215 2 <1

1. caracterizado por RMN e rotac8o optica.

Ageratum coﬁyzoidea (Mata de Santa Genebra) - inflcorescéncias

Alcaléide ] IRK | M+ %
igo-5 | 1785 237 <1

5 1793 237 18
éater de 1 - 1834 7 <1
épter de 4 1866 7 <1
13 1974 2837 <1

i3 1983 2837 <1
éater de 4 2023 7 <]
6 | 2126 2997 <1

6 2145 2997 3

6 2152 2097 <1

23 2153 3017 <1

6 2172 299 66
.23 2178 301 b
éster de 1 2187 ? 2
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Alecaléide "IRK M+ #
énter de 1 2209 7T 3
éster de 1 2281 ? <1
Eupatorium laevigatum (Quro Pfeto)( inflorescéncias.
Alcsléide IRK | M+ %
382 HC 187 <1
(~)dsu§inina (13a)* 1978 283 8
~(~)~amabilina (13b)x 198b 283 10
28= 2047 279 <1
282 2054 278 <1
(+)-rinderina (64)% 21b2 288 33
(+);eguinatina {Ga)1 2172 289 477

1. caracterizado por RMN e rotac8o éptica.

- 2. Qbservados somente na fraclio de alcaléides livres.

FBupatorium laevigatum (Serra do Japl) - infloresmcéncias
Alcaldlde IRK M+ %
(-)-levigatina (13c)1 1978 283 g
13 1985 283 10
5] 2155 292 33
6 2172 289 47

1. garacterizado por BMN e rotacdo

optica.
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Eﬁpétanium laevigatum (Mata de Costa e Silva) - inflorescénciass
Alcalédide IRK | M+ %
i3 1878 283 B8
5] 21565 289 o9z
Eupatorium maximiliani (Mata da Pedra). - inflorescéncias
Alcaldide IRK M+ %
6 2126 299 <1
6 2152° 299 95
] 2172 299 <1

Eupatorium mexiae (Matz da Pedra) - inflorescéncias
Alcaléides IRK | M+ %
15 1%67 2857 <3
13 1977 2837 2
i3 - 1985 2837 <1
& 2131 299 1z
6 2145 2997 4
6 2152 299 76
6 2172 299 5
3. Infrutescénclas secas, as quais estavam sendo visitadas

freguentemente por machos de Mechanitis polymnia
também foram analisadas apresentando o mesmo padrfo.

e M. lyvsimnia,
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Eupatoritaﬁ_paucifiarum (Mata de Costa e Silva) - inflorescéncias
Alcaldide IRK | M+ %
i5 - 2857 8
i3 2178 283 60
éster de 1 . ?
éster de 4 - 7 1
6 7 2997
§ 2155 239 35 |
' Eupataéium runctulatum {(Serra do Japi) - infloresoénéias
Alcaléide IRK | M+ %
13 1985 283 16
8 2130 2987 z
6 . 2145 299 .26
6 - 2152 2987 <1
6 2172 299 55
éster de 1 2250 7 <1
Eupatorium squalidum (Serra do Japi) - inflorescéncias
Alcaléide IRK | M+ %
13 1978 283 - 30
i3 19856 283 58
6 2131 299 7
. ' 6 ' 2145 299 5




PAs em Ithomiinae : - ) 133

¥

- Trichogonia gardneri {Serra do Japl) - partes aéreas

Alcaléide IRK | M+ | %
6 ' 2131 299 1
(+)-licopsamina (8c¢)L 2145 289 99

1. caracterizado ror RMN e rotac8o 6ptica.

Emilia sonchifolia (Mata de Costa e Silva) - inflorescéncias
Alcaldide IRK M+ %
éster de 3 1804 ? <1

iso 24 1820 239 14
24 1854 239 46

iso 24 1858 2387 <1
24 1898 2387 5

30 - . 2345 337 5

30 2373 337 4
31 2393 365 28

Heliotropium indicum (Mata da Pedra) - folhas

Alcaldide IRE | M+ %
éster de 4 1985 7 <1
i3 1983 283 <1

iso 6 2110 280 2

6 2126 299 91

6 2145 289 7
éster de 1 21986 ? <1
éster de 1 © 2214 ? <1
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Heliotropium peruvianum (M%njolinho) - folhas

Alcaldide IRK M+ . %
rinderina (64} 2152 289 100

1. identificado em Brown (1985).

Heliotropium transalpinum (Serra do Japi) - folhas

Alcaléide IRK M %

i3 1972 2837 <l

14 2062 325 7

6 2152 289 22

B ' 2221 341 70

Hellotropium transalpinum (Horto Florestal de Rio Claro) - folhas

Alesldide IRK M %

15 1966 2857 2

éster de 2 1973 ? 2

13 1978 2837 <1

13 1885 2837 <1

éster de 4 2053 7 i

éaster de 4 2062 7 2

éater de 4 2064 ? <1

G 2131 289 31

6 2152 2997 2

8 2198 341 37

11 2215 313 iz

8 2222 341 5

éster de 1 | 2236 ? <1
éster de 1 2272 355

éster de 1 2288 ? 1

éster da 1 2283 ? <1
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2. PADRAO QUIMICO DE PAs EM BORBOLETAS ITHOMIINAE.

2.1. PEDHEO Qﬂiiﬂ(}{) ¥ Tithorea harmonia psem:%ei’;}zra (Tabela 3.2 e
3.5). | |

Layrvas de Tithoréa harmonia‘_ presudethra se alimentam de
folhas de PFPrestonia acutifolia (Apccynaceas: Echitoideae) na Mata
da Pedra, Mogi Guacgh, SP.

Folhag4 de_ P. acutifolia apresentam majoritariamsnte
alcaldides do tiro 6, sendo estes provavalﬁente intermedina (6b).,
licopsamina (6c), rinderina (6d4) e equinatina (6e) (comparagfo de
seus IRKs 2131, 2145, 2152 e 2172 respectivamente, com os da
Tabela é.l, Capitulo 2). Cutro alcaléide encontrado em
abundancia em folhas desta planta & 3Z, um macrociclico de 14
membros, que poderia ser parscnsina (32a) como mostra seu ion
moiecular a m/z 439 e a fragmentac8o em EMmIEl (ver Capitulo 2).
Este alcaléide, além de outros com estruturas correlatas, foram
isolados anteriorménte de outras Echitoideae (=Parsonsiecae)
{(Edgar et al. 1880, Abe et al. 1987, VNishida et al. 1991),.
pare.cendo éeirem car-acteriaticos desta subfamilia. .

s Em larvas de I. harmonia foram encontrados somente os
alcaléides 6b e 6c e 32. Estes PAs sfio os mesmos encontrados em
suas plantas hopedeiras, entretanto nota-se a auséneia de 64 e
Ge. Em pupas verifica-se o mesme padrio, adicionando-se o
Jalcaléide 33, além de um outro macrociclico em pegquena

quantidade, que deve ser um derivado de 3Z. Adultos recém

4. Raizes de P. acutifeolia tembém foram analisadas e apresentaramA
majoritarismente éstereas de 2, 3 e 4 (Tabela 1 - Apéndice).




Capitulo 3 | : . 136

) emeréidas emqesentam O MEesmo padréo das larvas. Os alraldides 64
.e 6e n8c s8c observados nos estdgios  imatures, ﬁem em adultos
r&cém—emex@gidog, embora estejam presentes nas planta hospedeirsa
da larva.rﬁﬁte fenomenc deve ter relagdo com a inversio do centro
asgimétriccano C-7, Ta-OH (8d e 6e) para 7B-0H (6b e 6c). Esta
inversfo & mostrada experimentalmente em  machos e fémeas de
Mechanitis polymnia e € discutida detalhadamente no Capitulco 4.

Adultos capturados no campo, na Mata da Pedra, no periodo
de marco de 1980, apresentam um paér&@ mais rico de Pas
{qualitativamente -~ Tabela 3.2, e guantitativamente — Tabela 3.5
- ver tﬁﬁbémw Trigo & Bréwn 1990 para uma andlise mais detalhada
da ﬁaria¢5o gquantitativa de PA=s em Ithomiinae). Tanto machos
guantc fémeas mogtraram outros alcaléides{‘além dos presentes na
planta hospedeira da larva, mostrando gue machos devem estar,
visiﬁando, quanﬁo aduitos5, a fontes vegetsis contendo PAs,
embora Pliske (1975c¢), Trigo (1988), Trigo & Brown (1990)
tivessemn observa&or raras visitas destes lepriddpteros a estas
fontes. A presenca dos macrociclicos dé 12 membros 34 e 35,
embora em p&quégas qpantidades, moéﬁra indiretamente gue estes
lepidépteros também devéﬁ estar visitando fontes vegetais de PAs
macroqiclicoa (p.e. Senecio). A visita de borboletas Ithomiinae
a estas fontes n&o fol diretamente observada.

O adultos {(machos e fémeas) capturados no campo, na Mata
da Pedra no periocdo de Janeiro de 1884 e Julho de 1885, e

analisados conjuntamente, mostram um padr8o gqualitativo de PAs

5. Feémeas provavelmente obtém PAs  de machos por oomsldo da
copula {Brown 1985).
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mito maist rico,  embora o alcaldides maJoritdrios sejem o8
mesmos do= estagios i-maturos e de adultos capturados no campo en
narcoe de . 1990. Isso provavelmente deva ter relacfo com a visita
a diferentes fontes vegetais com PAs durante este periodo.

A suséncia dos PAs 64 e‘ Be €& novamenite verificada,
oferecendo mais evidéncias que a inversBo do 7a-OH destes PAs

para TR-0I1 de 6b e B¢ deva estar ocorrendo (ver Capitulo 4).
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Tébela 3.2. Cromastografia gascsa capilar de PAs presentes em
A diferentes estidgios do ciclo de vidae de Tithorea harmonia e en
pua plentas hoespedeirs da larva Prestonia acutifoila. (Programa de

Temperatura: 150-300°C, 6°C/min).

Abundéncia relativa (%)&
PAgb IRK pre Larva Papa | Adulto Adulto capturade | Planta
' recen noc canpod da.

emergido | A d 22 |larva

5 1748 | 237 ND D ND <1 D KD ND
igo5 | 1807 | 237 | WD ND WD | <1 9 ED| WD
5 1817 | 237 HD ND ND <1 8 3 HD
5 1825 | 237 ND ND <1 <1 ND ND ND
5 1837 | 237 ND | WD ND <1 5 19 ND
24 1845 | 239 ND ND | ND <1 ND KD ND
5 1850 | 237 ND ND ND ND WD 4 ND
15 1957 | 285 ND ND ND 2 KD D ND
15 1976 | 285 HD ND ND 3 ND KD ND
iso40 | 1988 | 207 D ND ND <1 ND HD ND
is040 | 2003 | 297 ND ND ND <1 KD WD KD
40 2031 | 297 ND ND ND <1 D HD ND
40 2036 | 297 ND ND <17 <1 ND WD KD
ia06 | 2103 | 299 ND ND ND 3 ND__WD| ND
23 2105 | 301 KD D ND 3] ND _ HD ND
6b 2132 | 299 29 44 15 45 22  ND 7
23 2142 | 301 ND ND ND <1 ND KD ND
6c 2146 | 299 27 30 65 22 27 33 45
6d 2152 | 299 ND ND XD <1 ND KD 14
23 2166 1 301 ND | ND ¥D <1 ND  ND ND
Be 2171 | 299 KD ND ND <d ND _ ND 20
9 2197 | 341 ND HD ND 2 D ND ND
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Abumdéncia relativa {(#)=
PAg® IRK Mre Larva ;- Puopa ; Adulto Adulto ca;pturado Planta
’ recem ne camnpod da
emergido | A ad £¢ ! larva
11 2217 1 313 ND KD ND 1 KD ND ND
34 | 2200 33 KD ND ND <1 ND WD| WD
34 2348 | 335 ND - ND KD <1 ND 4 HD
e-1 2465 1 381 KD ND ND <1 ND ND D
é-1 2489 | 381 ND Wb RD <1 ND RD | . HD
g-1 2507 | 381 RD RD KD <1 ND KD ND |
e-1 2540 | 381 KD KD EéD 1o D WD ND
35 2570 | 361 ND ND ND <1 HD Nb KD
32 | 2815 ] 439 4 | 14 20 |1 25 36| 12
33 | 2005 453 | WD 11 ND ND. s al w
q-32 2860 | 485 KD 1 HD KD KD ND RD
&. Para abundincia absoluta Vér Tabela 3.6. ND: ney detecotado. .

- Ver estruturas_ na Figura 2.3, Capitulo V_Z., e-1l: éster de 1; &-1: diéster dé
| 1. 4-32: deuriv&do deaconhecido de 32. | 6c: coinjec&o ool padrdo.

e ons molecularesi confirmados por especirometria de ‘massa de ionizacBo
quimica. '

4- A: 291 machos e fémeas coletados entre Janeiro de 1984 e Julho de 1985 na
Mata da Pedra, € Iraciconados conjuntamente. &¢ e 22: 48 machos ¢ 13 fémeas

coletados en Fevereiro de 1830 na= Mata da Pedra.
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2.2. PADREQ QUIMICO EM Aeria olena olena. (Tabela 3.3 e 3.5).

Larvas de 4deria olena olena se alimentam de folhas de
Prestonia coalita (Apocynaceae: Echitoideae). Folhas desta
planta e larvas de A. olena ndoc apresentaram, independente do
método de anadlise empregado (CG—EE,'CCD, colorimetria), quaisqguer
tracos de PAs. Guando analisados.pelc métode colorimétrico,
pupas e A& maioria QOS adultos recém-emergidos (88%). n&o
apresentavam PAs. Entretanto PAs foram caracterizados,.via CG—-
EM, em pupas & nestes adultos recém-emergidos. A diferenca deve
estar ralacionada a diferenca na. sensibiiidade dos métodﬁg
empregados (CG*EM'm‘ ing é colorimetria - SQg de PAs), élém de
que, a analise colofimetrica é¢ feltas indlvidualmente, enquantg
que na‘anélise através éé CG-EM uma série de individuos foi
agrupads. .

Em adultos'recém“émergidos‘que spresentavem PAs na anédlise
'colorimétrica,l os PAs encontrédos majoritariamente por CG-ENM
foram 6b, Bc. Os aicaléide& 5 e ﬁe\foram ancontrados eﬁ Peguens
guantidade. Nos individup& caﬁturados no éampo foi encontrado um
padr8o mais rico de PAs, devido a visita destes adultos é fontes
vegetals com os alecaldides. O PA majoritario encontrade, tanto
em maqhoa quanto am fémeag, fol 6Gc, ndc ge verificando a presenca
deAalcaléides 6 com a configurascio Ta-0H. Isto novamenite suports
a2 hipdtese da inversfio deste centro assimétrico por borboletas

Ithomiinae (ver Capitulo 4).
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Toabhels

~diferentes estdgios do

3.3.

ciclo de

Cromatografia gasosa gapilar

vida de deria

de PAs

olena e

Presentes em

em sua

rlanta hospedeira da larva- Prestonia coalita. (Programa de

Temperatura: 150-300°C, 8°C/min).

Abundancia relativa (%)=

PAs IRK M+ Larva® | Pupae | Adulto recém | Adulto Planta
emergidos capturado da
A B C no campoe larva
| d¢ 99
5 1832 | 237 ND ND | ND ND 3 12 15 ND
180-5 1814 | 237 ND ND INKD ND WD | 2 3 ND
6b 2131 | 299 ND 45 30 KD 47 1 B KD
6c | 2145 299 ND 40 30 ND 44 | B80f e4f | HD
6d 2152 299 ND 15 10 ND WD | ND WD ND
6e 2172 | 299 ND KD 30 ND 3 | ND WD ND
13 1977 283 ND D | ND ED ED | «a ND
13 1985 283 ND ND | ND_ND KD 4 ND
157 1967 | 2857 ND D | ND ND ND | HD ®D ND
157 1980 | 2857 ND ND |¥D ND <1 | WD ED ND
outros ND ND | Nb ND <1 | <1 2 D

a. Para abundéncia absoluta ver Tabela 6. HD: nay detectado; ®- 3 individuos

snalisados; ©- 9 individuos analisndos; <€¢- A e B: Individuos que ndo

apresentavamA PAs na an&lise colorimétrica:; C: Individuos que apresentavam PAs

na andlise colorimétrica; o- Machos e fémeas capturados na Mata de Costa e

JSilva. Dois machos capturados na regifio de Serra Negra, SP, e 15 machos

coletados na Serra do Japi, Jﬁndiai, SP, apresentaram o mesmo padrio de Phs:

<. coinjecHdo com licopsamina (6g).
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- 2.3. PADRAQ QUiHICO M Mechanitis polymnia  casabranca. (Tabela

3.4 e 3.5).
Larvas de Mechanitis polymnia se alimentam de folhas dé

vérias espécies de Sclanum {(Solanaceae), wuma familia de plantas

que nio apresgenta PAs. Larva , pupas e adultos recém-emergidos
ndo apresentaram quaisguey tragos de PAe {anali=se por
colorimetyria e CG-EM). Somente adulteos (machos e fémsas)

capturados no campo apresgentam PAs, o8 quais s8o zdouiridos de
fontes vegetails. Os PAs encontrados " nestes lepidépteros sHo

majoritariamente ©6b e 6c. Estes dados novamente suportam a

hipétesé da “invers8o do centro asgimétrice C-7 por borboletas

Ithomiinae (ver Capitulc 4).

Machos de Mechanitis polymnia capturadoé na Herra do Jarl

ao lado da represa do DAE apresentaram somente intermedina (6b),

(84%) e licopsamina (8¢) (16%). Nesta regifio ocorrem duas fontes

vegetals que spresentam estes PAs:- Trichogonia gardneri (100%
6c) e Adenostemma 'sp. (100% 6b), Bﬁgerindo gque as borboletas
capturadas Dpara anéliﬁe deviam ter visitado majoritariamente
Adenostema &b, ﬁois gxperimentalmenfé licopsamina é incorporada
quase gem modificacles (Figura 4.3., Capitulo 4),6 somente farte
(38%) da intermedina é transformada em licopgamina (Figura 4.2,
Capitulo 4).

Machos de Mechanitis polymnia capturados na Mata da Pedra
"apresentaram, além de iﬁtermediﬁab(ﬁb) (19%) e licopsamina (86c)
(74%), wum salcalbéide macrociclico de IRK 2797 (7%), cujo ion
molecular n¥o fol obzervado. Este deve ger segquestrado de flores

de Pregteonia acutlfolia presentes na regifo. Embora a anidlise
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destas flores ainda n#o tenha aido realizada, folhas de P.
Cacutifolia apresentam este tipo de PAs macrociclicos (Tabelas

3.2).
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Tabels 3.4. Cromatografia gasosa c%pilar de PAs presentes em
diferentess estigios do ciclo de vida de Mechanitis rolyvmmia,
Ithomiinae cujas plantas hospedeiras da larva ﬁe’rtenoem 4 familia

Solanaceae . {(Programs de Temperatura: 150-300°C, 6°C/min).

Abundéncia relativa (¥)=
Pas IRK Mr Larva Pupa Adulto Adulto Planta
TEcem capturado no da
o1 emergido CHNDOR larvae
od 22
i3 1978 1 283 ND ND HD z <1 RD
13 1985 | 283 KD ND ND ND 3 KD
éater 2027 ? ND ND KD ND <1 KD
de 2 . : :
ig0~ 2090 | 7 ND ND ND <1 ND KD
éater
de 1
-6 2131 299 RD . HD RD 23 20 HD
6o 2145 | 299 ND RD ND T4 764 ND

a- Para abundéncia sbsoluta ver Tabela 6. BD: na, detectado.

B Captorados na Mata de Costa e Silva.
e. Planta analizada: Solanmum paniculatim.

d. CoinJecdo com 1icopsamina (6c).
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- Tabela 3.5. Quantidade de PAs (ug de bases totais - X + 8 ({))2 em estégios

_ de Ithomiinae.

Espéeie Larva " Pupa Adultos récem Adultos
energidos capturadoa no

campo
Tithorea harmonia 44 + H4(5) - | BZ + T4(H) 12 + B(6) 36 4+ 23(1N)
Aeria olena 0+ 0(10) | 04+ 0010)2! 0+ 0(45)2 51 + 59(10)

' 113 + 10(9)
.Hec}zc'mitf.?' 0+ 0O(1) 0+ 00103 0 i, G(10) 3689 + 176 (10}
polﬁzziniai

1. Anslisados por color‘imetfi&.

2. Algumas amostras apresenfaram tr_a.c:oa de PAs em andlise de CG-EM.
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2.4. PAs EM OUTROS ITHOMIINAE.

Algumas outras espécies de Ithomiinae foram analizados ﬁao
- gistematicamente:

1. M=achos de Mbchaﬂitis Iyaimnia foram coletados na regiio
da Serra do Japi e apresentaram'ambos intermedina (86b) (20%) e
lycopeemina (6a) (75%). |

2. Machos de Epitgches eupompe foram colstados na regiio da
Serra do Japi e apresentaram intermedina (6b) {(11%), lic¢q>sémina
{605,(84%) e provavelmente integerrimina (34b) (IRK 2343, M+ 335)
(H6%). Este OGltimo, um mdcrooiclioo, gue mosﬁfa indiretamente qﬁe
algumas vezas- bofbpletas' Ithomiiﬁae também vigitam. Ffontes
vegetale com estes PAs, embora nenhuma cobservacio no campc-tenha
sido feita. J

3. Machos de ‘Sbada.foram coletados na regific da Serra de
‘Carajas, PA e apresentaram: isc-éster de 1 (IRK 1820, M+ 237,
<1%), éster dé‘l (IRK 1836; M+ 237, B%), éester de 4 (IRK 1970, M+
?, <1%), © (IRX 18978, M+ 283, 2%), 9 (IRK 1885, M+ 283, 5%}, iso-
éster de 1 (IRK 2122, M+ 289, <1%), ihteimedina (6b) (18%),

licopsamina (6c¢c) {(67%) e provavelmente equinatina (8e) (<i%}.

3. EVOLUCAO DO PADRAO QUIMICO EM BORBOLETAS ITHOMIINAE.
| ' -Brown et al. {18991) propdem 3 sindromes em interacdes
mediadas quimicamente entre borboletas e plantas:

i. HNa primeira, e mails pfimitiva do ponto d= vigta

evolutivo, larvas sequestrariam compostos gquimicos de suas
plantas hospedeiras e o8 transferirism para os adultos. Esta
sindrome teénderia a desestabilizacic, desde que geria
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desvantajosa para & planta produtora dos compostos 'Quimicoé {um
caso tipico de cairoménios)., a menos gue adultos destes
lepidépteros também fossem atraidosjpor‘estes mesﬁos composts e
-pblinizassem as plantas hospedeiras das larvas.

2. Na segunda, adultos sequéstrariam compoatoé quimicoSVde
fontes vegetais, com o estdgio larval nso utilizando os compostos
secundérios de suas plantas hospedeiras. ESta sindorme éeria
selecionada . favoravelmente, desde que og 1epidép£eros
polinizariam . as plantas produtoras dos compostos secundarios (um
caso tipilco de'sinoménioss, | -

3. Na terceira, e mais derivada, ocorreria a biossintese de

nove de compostos secunddrios. Essa Dbiosintese poderia ocorrer

em todos oz egtégios de deéenvolﬁiﬂento'dés lepidépteros. Nesté
“itimo -ca&o ocorreria ﬁma total independéncia das -plantas
‘produtoras de cémpostoé quimicos; numa otimizacHo desta sindrome
esperaria—se gque os 1epidéptefos tornasseﬁ“se' polifagos néo
dependentes de mediacdo éuimica. o

Qs compostos sécnndériosr atuando neétaé gindromes poderiam
ter vapiadas _fun§6es como defesa quimica ‘'ou precurséres de
ferbménids. | 7 |

Estas 3 sindromes eagt8o . representadas dentro da

-

superfamilia' Papilionoideae (Brown et al. 1891). Borboletas da

tribo Troidini (Papilioninae), cujas larvas sequestram dcidos
aristoléauicos, alcaldéides, terpehos_e compostos fenélicos de
- plantas Aristolochiacese, e da subfamilia Pierinae, cujas larvas
sequeétram glucosiholatos - de Cruciferae 'e Capparidacese,.

repregentariam a primeiras sindrome. Borboletazs das subfamilias




. Acraéinae e Hellconiini (Nymphaiidae), cujag larvas e 'adﬁltos
_ biosintetizam glicoaideos cisnogénicos, representariam & ﬁerceira

sindrome . ’ Denﬁro das subfamilias Danainae e Ithomiinae as

sindromes -1 e 2  estés representadas, sendo PAs os mediadores
gquimicos.
' - Nos Ithémiinae, espécies mais pfimitivaa sequestram PAs de

BUAS piantas hospedeifas da larva (Echitoidese, Apoccynaceae)
(Trigo 1988,_1 Trigo & Browh 1880, Orr et al. em prepaéracdo,
Tabelas 2 e B) representando a primeira sindrome. Nog ithomineos
cujas larvag se alimentam de Solananceae, e também noeg mais
primitivos, machos adultos visitaﬁ fbnteé vegetais de PAs,
repfesenﬁando a segunda- gindrome. Nesfe CaBO | Ithomiinse
pfimitivos representgriamAuma faserdé trans}céo entre- a priméira
e a segﬁnda sindrome. - .
En£retanto pouco _se sabe soﬂre- 5 papel de'lcompostos
" guimicos pfesentés. | em ' Solanaceae na interface
Ithomiinae/Solanaceae. : Freitas et al. (em prepayvacio)
verificaram que iarﬁas de PJacidUla-‘heufyanassa seguestram
alealéides troéénibos de_ sus pla;ta hospedeira, a _éolanéceai
Brugmansia-suaveélens. T;Estes ‘alcaléides est&é presenteé em
pequenas <quantidades nos -adultos recémwe%ergidos .e adultos
céptufados no campo, sendo que os ultimos apreéentam altas
quantidades de PAs. Da mesma forma Trigo et al. (em preparacso)
’vefifiearam que larvas e pupas dé Tithorea harﬁonia apresentam um
alcaldide tipo piperidina,”provavelmenté sequestrédo (e talvem
medificado) de sua  planta hospedeira: da‘ larva, PFPrestonia

gecutifolia.




CAPITULO 4

INCORPORACAO DE PAss POR

BORBOLETAS ITHOMIINAE.

1. INCORPORAGAG DE PAs (MONOESTERES) POR ADULTOS DE Mechanitis

polymnia.

0 estudo de incorporac&o de PAs, monoésteres de estrutura

6, por adultos (machos e fémeas) de Mechanitis polymnia teve por

objetivo verificar Be- ocorriam mudancas estruturais ou
estereoquinmicas nestes alcaldides guando ingeridos pelos
lepidépteros.

A anslise inicial de PAs, através de CG~EM, em machos e
fémeﬁs de’ Mechanitis polymnia coletadosg no campo apresentou
.majoritariamente a presenca de PAs com configuracdo TH-OH:
licopeamina (6c) (80%-100%) e intermedina (6b) (0-20%) (ver
Tabela 3;4;, Capituleo 3). Nenhum’ trago de vrinderina (6d) ou
equinatina {(6e) foi encontrado, embora os adultos destes
rlepidépﬁeros e alimentem com frequéncia de flores de Eupatorium
laevigatum e Eupatorium maximiliani, as quais contém
principalmente sstes alcaléides {ver Tabela 3;1., Capitulo 3).

A analise de machos e fémeas de outras espécies capturadas.
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- no campo (P.e€. Aderia olena, fl;it}mz;ea harmonia, Epityches eupompe
.= ver Ca}?itulo 3} também mostrou somente -a' presenca de
licopeamina (6c) e intermedina (6b) nestes lepidépteros. .

A maioria dog relatos na literatura scbre a presenca de PAs
em lepidopteros mostramn a presenca. dc’:é slcaléides cOm

confipguracd8o TR-OH (Tabela 4.1%.

Tabela 4.1.  Configuracio do 7TOH de PAs moncésteres presentes em

algumes espécies de lepiddépteros e plantas.

i

1. L Empereur et al. (1883); 2. Trigo et al. (1983); 3. Edgar et
“al. (1978):4. Stelljes & Seiber (1980); 5B. Kelley et’al. {1887);
6. Nishida et al. (1881); 7. Edgar (1875). ‘ *,

Lepiddptero TOH Fontes A vege.tais TOH | Hef
Gnophaela latipennis "R Hackelia floribunda S 1
(Arctiidae) _ . {Boraginaceae) o ’

Hvalurga syma (Arctiidee) R Heliotropium trangalpinum kS5 2
. : {Boraginaceae) :
Buploea sylvester R desconhecida (talvez 2 3 o
(Daﬁainae 3 ! ‘ FParsgonsia, . Apocynaceae) -
Euploea tulliolus )4 desconhecida (talvesz ‘ ? T
tuliiolus . ' , ' Parsonaia, Apocynaceae)
Danaus chrysipus ) R desconhecida ? 3
(Danainae) ’ , : '
Danaus affinis R desconhecida ' ? 3
Danaus hamatus R " desconhecida ?
Danaus plexippus . ) R - Senecio mikanioides , R’ 4
_ T (Asteraceae)
1 Danaus plexiprus RS  desconhecida - 7 5
Idea leuconoe ( Danainae) - R Parsonsia laevigata R
{ Avocynaceae)
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A ‘1uipétese ~inicial era que estes lepidépteroé deﬁeriam
estar invertendo a hidroxila do centro assimétrico C~?S’quaﬁdo
ingerissem PAs com a configuracZo &5 como em 64 e Sé. Para testar
esta hipdtese larvgs de Méchanitis-polymnia foram criadas em
laboratério, até a pupacio, e alimentandas gom‘félhas de sua
planta hospedeira Solanum paniculatuﬁ {uma planta sem PAs). Os
adultos recém-emergidos da Tupsa foram alimentados,' .em
experixwartosidiferentes, com um a6 isbmero dos alcaléideé de
estfutura 6, isolados e purificados de fontes vegetais. (ver
Capitulio Z2) : indicina (6&), intermedina (855; licopsamina‘(ﬁcj,
lfinderina (6&5 e equinatina (6e5. Estes alcaléides sdo
encontrados frequentemenﬁe- em fontes vegetais visitadas por
machos ae Mechanitis polyﬁnia (ver Tabela 3.1, éapitulo 3). Um
dia apés a iﬁgestéo dos-PAs, 0B 1ebidépter05 foram extraidos,
fracionados quimicaménte e a frac8io alcaloidal total analisada

por CG-EM.

1.1. Experimentos com (+)-indicina (TROH, 2"ROH, 3°S-OH) (6a).
Machoe e fémeas alimentados com indicina pura (?RLOH,_.Z'R%OH,
3°5-0H) incorporaram 100% deste alcaldide sem modificacBes

(Figura 4. 1).

1.2. Experimentos com (+}-intermedina {(TR-OH, 2 504, 3'1%{31)
(6b) (Figura 4.2). Machosg alimentédogrcom intermedina pura (75~
OH, 2°5-0H, B’EQOH) (6b) apresentaram 62% do alcaléide n¥o
modifi¢ado e 38% de invers8o da hidroxila do C-3°, levando a

licopsamina (7A-0H, 3" 5-0H) (Saj.




Capitulo 4 : i . 1652

Fémeag allmentadas com 6b .puro apresentaram g1% do
~alcaléide nap modificado e 9% de invers3o da hidroxila do C-3°,
1evand6 a licoprsamina. "

Rinderina (6d) e equinatina (6e) n#o foram detectados-enl

nenhum 4dosS Sexos.

1.3. Ezxperimentos com (+)-licopsamina (7R-OH, 2°S-0H, 3°S5-OH)
(6c). (Figura 4.3). Machos alimentados com licopsamina pura (7/-
0H, 2"5-0H, QTS#OH) (6c) dincorporaram a malor proporcl3c deste
alcaldéide sem modificactes (B6%). A inversio do 3 -0OH ocorreu em
Hnenoy proéorcéo (14%) levanao a intermedina (7R-0H, 2°"50H., 3" R-
OH) (Sb):__ Rinderina * (6d) e  equinatina (6e) n8o foram
encontrados. |

- Fémeas alimentadas com licopsamina pura apresentaram o
mesmo padrdo de maohbs, sendo observados 1somente tragcos de

'equinatina e rinderina.

1.4. Experimentos com (+)—rindep1na (TSFOﬂ, Z’EPOH; 3"R-0H) (64).-
(Figﬁra 4.4); Machos alimentados com rinderinarpura (75-0H, 275
QH; 3 R-OH} (84), inverteram doie centros asesimétricos levando a
licopsamina (7R-OH, 2°S5-OH, 3°5-O0H) (6e), encontrada numa
proporcio de DBX. Avinverséo apenas da hidroxila do C-7 ocorreu -
em menor proporgﬁo (26%) levando a intermedina (TEFOH, 27 5-0H,
HB'EPOH) {(6b). BEquinatina (75QH, 2°S-0H, 3"5-0H) (6e) foi
produzida em 16% pela inversfio do 3 -0H. Rindérina fci
encontrada SomEnfe em tragos., |

Fémeas alimentadas com rinderina pura inverteram o= dois
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© centros agaimétricos numa proporcéo de 17%., levando a
- licopsamina; a invers@o de 13% do T—OH levou a intermedina; e a
invers8io de 13% do 3°-0H levou a eaquinatina. A maior parte da

finderina (57%) fol incorporada sem modificacdes,.

1.5 Expe:x‘iméntos com (+)-~eguinatiha (7&-_01{, 2°5-0H, 3°5-0H)
(Be). (Fi;gﬂm; 4.5). Machos alimentados com equinatina pura (75—
CH, Z‘S—OH, 3°5-0H) (6e), iﬁverteram em maior proporgio somente a
hidroxila do centro aséi_métrico C~7; o alcalbide encontradoc em
maior proporeso (80%) foi licopsamina (7E-OH, 2°5-OH, 3~ 5-OH)
ch). A inveérsio de dois centros &s_simétric%os ocorreu em menor
proborc&é (10%) levando "a intermedina (7AR-OH, 2°5-CH, 3~ RF-OH)
(.éb). Foram encontrados 10% de eguinatina -_ e. somente’ tragos de
rinderina- " .
Fémeas al;i.ment.adés com .equinatina pura apresgsentaram o
" padr&o sémelhénte ao daquelas que- se alimentaram de rinderina.
Inverteram somente 48% do centro assimétrico 7-OH levando &
licopsamina; a inverséio de 4% dos centros éasi‘métricos 7T-0H e 37—
OH levou & int-erm'ed_ina, e a inver.séo de wmenos de 1% do 3 ~OH
levou a riﬁderina. Quase ;a metade da equinatina .foi incorp;orada

-

sem modificacdes (47%).

1.6. Experimentos com (-)-amabilina (2°S-0H, 3°5-0H) (13b).
‘Machos alimentados com amabilina pura (2°S5-0H, . 3°S5-OH)

incorporaram 100% deste alcaléide sem modificactes (Figura 4.6.).
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Figura 4.1. CG-EM de PAS em machos e fémeas de Mechanitis
polymn;a_alimentadoé com indicina (IND). Somente substénciss com

ifons a m/z 138 B30 moestradas.
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'Figura 4.2. CG-EM de PAs em machos e .fémeas de Mechanitis
prolymnia alimentados com intermedina (hachurado). Lt 1icopaamina§
I: intermedina; ‘RB: rinderina; E: egquinatina. Somente substéncias

com iong & m/z 138 efio mostradas.




Capitulo 4 . ‘ : ' 156

Padrao -
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"Figura 4.3. CG-EM de PAs em machos e - fémeas de Mechanitis
polymnia alimentados com licopsamina (hachurado). L: licopsaminsg:
I: intermedlina; K: rinderina: E: equinatina. Somente sgbsténciaa

com ionse a m/z 138 880 mostradas.
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"Figura 4.4. CG-EM de PAs enm maéhos- e fémeas de Mechanitis

polymnia alimentados com rinderina (hachursde ). L:i licopsaming;
I: intermedina; R: finderina; E: equinatina. Somente substéncias

com ions m m/z 138 eBo mostradas.
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“Figura 4.5, CG-EM de PAs em machos e fémeas de Mechanitis
polymnia alimentados com equinatina (hachurado). L: licopsamina:s
I: intermedina; R: rinderina: E: equinatina. Somente substéncias

com ifons a m sz 138 s8o mostradas.
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Figura 4.6. CG-EM de PAs em machos Mechanitia polymnia
alimentados amabilina (hachurado). A: amabilina; 8: supinina.

Somente substénciss com ions a m/z 122 880 mostradas.
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Os  resultados acima mostram, que machos modificam o8

alcaléldes ingeridos para uma configuracas preferencial 7R-OH,

enquania due fémeas transformam pouco destés PAs em 7TR-0H,
guando comparadas a machoé. A eficiéneia de conversio de 75?OH
(rinderina e equinatina) paré THFOH-(licqpsamina e intermedina) &
de aproximadeamente QO%\nos machos e entre 30 e B53% nas fémeas
(Tabela 4.2). NHo ocorreu invers®o no centro assimétrico do C-8
do anel. Ve?ificou—se ainda gque além de inverter 75-0H para TR
OH, Mechanitis polymnia, em alguns casos, também inverte o 3 F-
OH para 3 S5-0H. N&o ocorreu invers#&o no centro assimétrico C-27.

A invers8oc da estereoguimica do 4dcido nécieco nio € registrada

anteriormente na literatura.

Tabela 4.2. Eficiénoia ae converslo para TR-0OH.

Abundéncia Relativa (%)

Dieta . g . 2¢
Rinderina 84 SQ
Equinatina - 80 53

A inversfo do centro aesimétrico C-7 para a configuracto R
ndoc foi total nos experimentos, como provavelmente ocorre na

naturezs. Isso pode ter relagcBo com a cinética da .
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incoporacédo/inversdo de PAS ‘TS;OH. Talvez © tempo entre a
ingestBo dos PAs e a extraclo dos lepidépteros plara andlise nio
tenha sido suficiente pars que a inversHo do centro aSsimétricé
C-7 tenha ocorrido totalmente. Mals estudos usando periodos de

"incubac8o” varldveis podem elucidar melhor eésta guestio. .

1.7. INVERSAO ESTEREOQUIMICA DOS CENTROS ASSTMETRICOS DE
HIDROXILAS SECUNDARIAS. SUBSIDIOS PARA UMA NOVA HIPOTESE PARA A
EVOLUGAC DA AQUISIGAC DE PAs POR LEPIDOPTEROS.
Pois cgnérioa (hipétéses) diferente tem sido sugeridos para
explicar a evoluc8io da aqiuisicéa de PAs por iepidépteros.
1. Censrio 1 - Hipbtese de Edgar et al. (1974) (ver também
Edgar 1975, 1982): . | '
~ "Borboletas ancesti:*ais do coinplexc; Danainae/lthomiinae_
modernos -‘biveram uma  longa associag:&c; com plantas conténdo PAs
' _(provavelinenté 1,2—dehidfopirroliz'idiniczos), durante a gual a
dependédncia que ‘observamos atuallmente, se desenvolveu.
Subsequente mud&nc:Aas évolu‘_c.ivas em planta's e -'insetos modificaram
a situac®o original para aquela que "89, obser_va atualmente.

Existiriam 3 zonas de influéneia quimica nas plantas

-

hospedei-_ras ancestrais conténdo _PAS, aque poderiam influenciasr o
ccmpoftamento de borboletasm éncestrais gque ge alimentassem delas.

A primeira seria relacionada &a derivades de PAs mais
“volateis (por exemplo Acidos hécicos - 42, ‘43) gue deveriam
a‘trair.machos e fémeas para a v.izinhanca da planta hospedeira
larval, da mesma forma que esses oompoétos 'atualmente atraem

machosg (e algumas fémeas) de Danasinae e Ithomiinsae.
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(Rﬂapostos qqimioos menos volateis (p.e. desidropifroliziﬂas
~ 39, 50, b1, 52, 53) (Esquema 4.1) deveriam formar uma zona
intermediaria nas vizinhangcas da planta hospedeira da larva. Ali

fémeas tornariam-se receptivas ao machos e a eSpula ccorreria.

QH cno 0\\
C N~

39 50

CHO
¢

C

Esquema 4.1.

Finalmente compostos guimicos de baixa volatilidade, =obre
ou rerto da superficie da planta hospedeira provocaria o

comportamento de oviposicas das fémeas.

Machos que desenvolveram a capacidade de produzir e
disseminar | degsidropirrolizinas, as guals induziriam e)
comportamento reprodutivo das fémeas, poderism copular na
Wauééncia da planta hospedeira, sendo positivamente selecionados.

Edgar et al. (1974) . ainda sugerem que & assoclacio de

Danaus (Danainae) com plantas hospedeiras da larva que apresentam
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cardenolidaa reflete uma diversificac8oc das plantas ancentrais de
Danainae e Ithomiinae, as quais possuiam cardenclidas, além .de
spresentarem PAg, Essa diversificacsic "em plantas dag familias
Solananceae {sem PAs), Boraginaceae @ Asteraceae {(com PhAs) e
Asclepiadacese (com cardenolidasf originou-se provavelmente de
Apocynaceae {com PAs e eardenolidasj. Essa diversificeaclBo foi-
acompanhads por uma diversificacio no compleXo
Danainae/lthémiinae, onde os primeiros e os Ithomiinae ‘mais
priﬁitivos (Tithorea, Tellervo, £Elzunisa) se mantiveram sobre
Asclepiadaceae e Apocynadeaa, enguanto que a‘grande maioria dﬁa
Ithomiinae_ coioniiapam Sdlanaceae, com amﬁos 08 grupds se
alimentado como adultbskde fontes vegetais com PAs (Asteraceae e
Boraginécae). | .

2. Cenirio 2 - Hipdtese de Boppré (1978):

Borboletas ancestrais do complexo Danainase/Ithomiinae
obtinham nutficﬁo de nécﬁar de véarias espécies de planta&.
Aqueles individuos que podiam to;erar as propriedades téxicas de
PAs presentes no néctar de algumss espécies.teriam uma vantagem
seletiva devido a protecBo guimica conferida por PAS,‘ Sepguida
desta postulada aquisic3o Tacidental"” de PAs, estes lepidééteros
nio 86 desenvﬁlveram uma preferéncia por plantas contendo PAs,
.maé témbém desenvolveram um sistema de incorporacic para PAs gque
permitia obte-los de fontes vegetais outras que néctar (p.e.
‘plantas secas de Heliotropium, uma fonte de PA malis efetiva e com
maior quantidade‘de PAs do gue fontes de néctar). Paralelamente,
Com o-desanvolvimento da impalatabilidade devido a PAs, sinais de

epcasematliemo” Be desmenvolveram, geguldog pels evoluc8o do
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mimetismo. .

0 usoe de PAs ou derivados destes para comunicaclo sewxual

seria um segundo pasgeo. Plantas com PAs devefi&m ter atuado como
locais de cbépula, atraindo os dois sexos e também separando as
borboletas ancestrais do cémplexo— Danainae/}'.thomiinaa de seus
mimicos. ‘Para evitar a corte o—u mesmo ¢ acasalamentc com
egpéeies mimicas, fémeam devem ter sido selecionsdas a aceitarem
machos 80meﬁt$ quandce o Todor de PAs" estava presente.
Subsequentemente agqueles machos gue disseminasgem este "odor de
PAs™, ou derivados de PAs, tiveram uma vantagem seletiva sobre
aqueles machos que nsHo prodﬁziam estes ;‘odores",r rovque poderiam
persuadir as féméas a acasalarem longe dos locais de cépula sem
perderem & especificidade.," |
. Guestdes nido raapongiidas pelas hipéteses acima:

1. Hipbétese 1: 0O gque levou as borbolétas ancestralisg do
'.c:amplexo Danaihae/lthomiinae a ultrapassarem uma barreira guimica
e se especializarem sobre planltas com PAs e cardenolidas?

2. Hipdtese 2Z: 0 aque levou a bo'fboietas'ancestrais do_
compiexo D'an‘ainae/lthomiinae a' utilizarem pésﬁer:’gormente rlantas
hoépe—deiras da larva com ?ﬁs, e subsequentemente (no tempo
evolutivo} . a abandonar este recurso?

-Além destas guestdes, a pergunta crucial aque as duas
ﬁipéteses néc esclarecem &: como se‘explicaria a espec.iacao do
" complexo Danarinae,/lthomiinae em uma amplo conjunto de espécies
maitas vezes miméticas e simpétricas e o subseguente isolamento
r-epr'o_dutivo destas, baseando—-agse somente em feromonios derivados

de PAs, o8B gusis apresentam uma beaixa diversidade estrutural (com
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Coum ﬁhieb centro guiral (38, B2, 53) e sem centros guirais (50,

B1)7?

3. Cendrio 3 agqui proposto:

Levéndo_ae_ em conta as hipbéteses . apresentadas acima, as
queatles _sobfe estas gue permanecem‘ checuras, e oa dados aguil
observados, - como: i. estereoguimica dos PAs, 2. provévél
'utilizacéo de maguinaria - enzimatica para incorporacio {ver
discussio abaixo) , 3 inversfo de hildroxilas secundarias
(Provavelmem;e via oxidac8o e redugdc - ver Schulz 1991), 4. a
baixa eficiéncia de - fémeas de . Ithomiinae em relac8o a
tfahsfor-ﬁaac&o destes alcaldides, além de 5. utiliéacﬁo destes
sz;s para biossintese de feromdnios fver r'eféréncias“ na Tabela
4.3, e 6. atuacio destes alcalc’:ide_s na protecdo quimica de
lepidépteros, sugere——se“ cagui um outx;o 'cenério possivel para &’
" evolucio da aqﬁisic'aio de PAs por le-pidépteros.

1. Larvas de borboletas ancestrais do complexo
Danainae/ Ithomiinare, éujos_adultos Ja 'apre'éenﬁévam un sistema de
comunicacfo gquimica intrasexual .l.jé elaborado, comecaram a
utilizar do recx;rso alirfxentar plantas com PAS.- is=0 se- deu,
provavelmente, devido & competiclo interespel:ifica pox“ alimento,
ja qué este recurso estaria praticamente livre de herbivoros,
pois PAs., em plantas, devem ter sido selecionados por estass como
‘defesa guimica contra um espectfo de inimigosr entre os guais se
‘encontrariam ratégenos e herbivoros generalistas. Estes
lepidépteros ultrapassaram entioc a barreir’a.quimica que estes

alc:aléridea representariam na protecio guimica destas plantas.
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A é:apacidade de larvas de Danainae e Ithomiinae, éue h&o sB&
alimentam de plantas com PAs, de seguestrarem artificialmeﬁte
estes alcaléide, guandc aplicados em suas plantas hospedeiras'da
larva (Rothschild &‘Edgar 1878, Trigo & Motta 1980) suporta a
hip6tese de larvas de borboletas ancestraie a estgs dois gErupocs
terem se utllizado de plantas conténﬂo PAs (também de  acordo com
a hipétese 1). Além dieso Ithomiinae primitives (Tellervo,
FTithorea) se  alimentam qQuando larvas, de plantas gue apreéantam
PAS-{Eernitoideae: Apocynacesae) (Trigo & Brown 1980, Orr et al. em
preparacéﬂ)-r ‘. - |

2. Embgré nénbum estudo .filégenético e quimiossistémétioo
sobre plantas com PAs tenha eido realizado, sugere-se agui gque
plantas’ com PAs macrodiélicos devem ter 8ido inicialmente
colonizadas pélas borbolétas ancestrais. A estereoguimica de
aleanléides macrociclicos, quase exclusivemente com a configuracse
TR (Rizk 19915i pode ter éelecionado, nos primeiros 1epidépterqs
gque se utilizavam de plantas com PAg, a produc&q de um sistema de
incorporacldo para a'absopgéo destes alcaiéides, rroduzindo uma

adaptacdo fisiolégica® a estes PAs. PAs de configurég&o TR

1. 104 macrociclicos com configureclo TR e 1 com configuracio T5.

2. Wink & OSchneider (1888, 1990) sugerem gue PAs devem ser
incorporados através de um gistema carreador enzimdtico nose
intestinos médioe de lepidépteros. Hartmann et al. (resultados
ndo publicados)} sugere gue PAs s8o incorporados passivamente como
bages  livres através da. membrana no inetetino medilo,
posteriormente N~oxidados na  hemolinfa do inseto e incorporados
nos tecidos.
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i

apregentam uma conformacio exos (Figura - 4.7), & gual

proporcionaria a uma provavel enzima uma aproximac3oc pela face

convexa - do anel pirrolizidinico. Outros lepidépteros
especialistas em PAs (p.e. Arctiidae) devem ter percorrido este
mesmo caminho evolutivo, pois om PAS encontrados nestes
lepidépterocs s#o majoritariamente ITR (Tabela 4.1). Embora a
aguisgicBo de PAs por diversos grupos de lepiddpteros e outros
insetos deyé ser polifilética (Boppré 1980), o modus operandi da
incorporacio destes alecaléides deve ser andlogo, J& que elas

foram selecionadss por um Unico grupo estrutural de alcaldides.

senecionina (34a)

Figura 4.7. Conformactg da

seneclionina (34a) proposta por
Culvenor (189866).

3. 0 sentido de dobramento é definido pela posicfo relativa do
dtomo C~6 & dos Atomos do anel insaturade C-1, C-2, C-3, N-4, C-
8, com respeito ao planc definido pelos atomes N-4, C-5, C-7. Se
eles estdo do meemo lado deste plano, o dobramento & endo, e ge’
eles estlo do lado oposto, exo.
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3. Lepidépteros qué iﬁcorporavam PAs { sempre de

configuracgéo 7R) tornaram—se protegidos guimicamente contra
_pred&dorezs-aumentado agsim sua aptidio. PAs devem atuar contra
um amplo espectro ‘de predadores (vep Capitulo b)), provavelmente
independerfte da p@nfigurac%c no centro asgimeétrico C-7.

‘ 4. A pfoteg&o gquimica contra predadores sdicionou um novo
componente neste cenidrio. Lepidopteros que acumulassem uma maior
gquantidade @é PAs seriam selecionados favoravelmente. Portanto
machos que apresentassem uma malor guantidade de PAs para passar
para fémeas duranteb -o acagalamento  seriam geleclonados
favoravelmenée por fémeas, por ocaa%&o do acasalamento. Como PAs
(macrociclicos, diésteres. e monoésteres) n&o-séo volédteis, machos
qﬁe dezenvolvessem um sistema dé comunicagio sexualv que
asainalasse as fémeas que eles possuiam uﬁa grande quantidade de
PAs 'seriam selecionadbs favoravelménte. Desidropirrclizinas
- voléteis meriam éinais quimicos ideals, pols s3o necessariamente
derivados de PAs. Em Utetheisa ornatrix (Arctildae) sugere-se
que deaidropirroliﬁinaa estariam sendo utilizadas como a medida
da capacidade de machos incorporaréﬁ' PAs. Estes PAg,‘ POYr =ua
vez, repreéentariam uﬁa medida da capaeidadé poténcial de defesa
guimica (Conner et al. 19813}, ou da quantidaae potenéial de PAs
gue sériam transferidos dos machos para fémeas por ocasidc da
cépula, € que estas poderiam usar para sua proépria defesa ou
"defesa de seus descendentes (heste Caso prétecéo guimica dos
ovos) (bussourd et al. 1985). '

Portanto, nio Serié necessédrio uma grande variedade

eptrutural de desidropirrollzinas, desde gque esleg funcionariam
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somente como uma medlda da capacidade de machos incorporarem PAs.
~ Dados experimentals mostram gue a variedade estrutural de
desidrépirr@lizinas ndoc & grande, gquando comﬁarada com © namero
de espéclies de borboletas das subfamilias Ithomiinae e Danainae
(Tabela 4.3), sendo que'indépendenfe das relactes filogenéticas
dentro de cada subfamilia, as desldropirrolizinas encontradas sdo
quase SeMPre as mesmnas. Em outra familia de lepidépteros,
Arctiidae (ﬁerteneentes & subordem Heterocera)4, a esgpécile
Phragmatobia fuliginosa produz qQuantidades diferenciais de 39 e
50, guarnido - alimentadas de fontes de PAs diferentes (p.e.
macrociclicos e monoésteres‘1,2~insaturados) {Krasnoff & Roelofs
1889); o mesmo fénomeno* €& encontrade pelos mesmos auntores no
arctiideo Pyrrharctia isabella. Além disso, Culvenor & Edgar
(1972) encontraram uma variacBo na gquantidade de 38 e 50 em
individuos do arctiideo Uteﬁheisa leotrix capturados no campo. 0Os
dados da Tabeia 4.3 mostram também que existe‘uma diferenciacédo
estrutural de derivados de PAé somente a8 nivel de subfamilias.
Danainase arresentam geralmente desidropirrgliﬁinas de estruturas.
39,5é e 51, enguanto gue Ithomiinae aprésentam geralmente a
@sﬁrutura 53, além dos Ithomiinae mais avangados (sensu Drummond
& Brown 1987) apresentarem a lactona (ver Esguema 1.4, Capitulo
1) derivada do acidos nécico (~)—viridiflérido (43a) (Schulz
1982) (Tabela 4.3).

Feromdnios responsaveis pelo reconhecimento intersexual, e

gue promoveriam o isolamento reprodutivo das espécies, seriam

4. Subordemn Heterccera: mariposas; subordem Rhopalocera:
horboletas.
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outros voléteis, ngg necessériaménta derivados de PAs. Estes
_ voléteis poderiam ser biossintetizados pelos lepidépteros via
outros precursores prezentes nas planta hospedeiras da larva ou
ém.'fonteﬁ de néctar dos adultos. Edgar (1875), Sohulz- (1987},
Schulz et'al. (1888a,b) e Francke et al.. (1988) verificaram que
aaﬁestruturasl gexuais de machos de Danainae e Ithomiinae possuem
um amploe espéctro de substéncias volatels ni3o relacionadas coom
PAs, sendo_i que esse | espectro apresenta uma variacio
interespecifica (Schulz 1987)..

5. Pogteriormente duas alternativas seriam possiveis:

5.1. Estes insetos .explorax‘am outras plantas hospedeiras da
larifa, as dguais apresentavam PAs monoésteres.de configuracso TR e
7S Alcaldides com a configuraclo 7S—OR apresentavam— um
impedimento estérico para se complexare;m com a enzima pré—-_
existente especifica p&ra PAs com Qénfiguragao 7R, pois possuem
uma oonfcfrmagéb dobrada—éndo (ver Figura 4.8 e Culvenor & Woods
1965, Wodak 1975), o que dificultaria a aproximacBo da enzima

pela face convexa do anel pirrolizidinico.-
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Heliotrina (7)

Rinderina (6d)

Equinatina (Ge) :

Figura 4.8. Conforma¢ts da heliotridina (7) segundo Wodak
(1975). . As  conformactes da rinderina (86d) e eguinatina (8e)
foram propostas bhageadas nas conformacles de 6b ¢ ole
respectivamente {(ver Figura 4.8). '

5.2. Devido a competic&o, lepidépteros &olonizaram outros
gfupos de rlantas _aém PhAs. Nd caso de Danahinae, plantas das
familias Asclepiadaceae, Moraceae, e outras em menor escala, e no
caso  dog Ithomiinae, BSolanaceae. Entretanto estas duas
subfamiliaé mantiveram sua dependéncia de PAS,‘tanto em reléc&o a
defesa guimica, gquanto gque em relacBo a comunicacio guimica. A
manutencso desta dependéncia  levou é esgtes leviddopteros a
procurarem estes alcaldides, como adultos, em outras fontes
"vegetais, as quais muitas vezes apresentavam PAs (monoésteres e
diésteres ndHo macrociclicos de configuraclo 75}, os guals ndo
sefiam eficientemente incorporados.

6. Individuos gue desenvolveram um processo enzimidtico de
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oxiareducan para a inversio do - centro assimétrico T5-0R,
obtiveram vantagem adaptativa devidoe ao aumento da capacidade de
exploréc&o-&e recursos vegetals com configuracﬁo THe 75.

0 fencmeno da inversdo do centro assimétrico 75-0H para THR-
OH foi observado inicialmente em mafiposas da espécie Creatonotos
transiens (Arctiidae) alimentadas dom 7S5-heliotrina (Bell et al.
1884, Bell & Meinwald 1286, e Wink et a&al. 1988j. Wink et al.
(;988) 1nostfaram que machos invertiam 7S5-heliotrina para TA-
heliotrina mais gue fémeas. Os sutores acima relaciocnaram a
inversic da estereoquimica do 7~0H com a preducdo de ferombnios
por parte de machos, Jja qﬁe a configurac8o do hidroxidanaidal
encontrado na corémata destes arctiideos & TR-OH.

Entretanto o cenario eveolutivo até agui deserito sugere gque
a producdo de desidropiprolizinas com confiiguragido T7EKE-QH por
lepidéptexros & consequéncié e n8o causa da invers8o do centro
'assimétrico Cn?.

A rota biosintética qﬁe leva & inversdo -dos centros
ssaimétricos das hidroxilas secundérios‘em AMécbanitis polymnia_
(expérimenﬁos agui realiz&dos} deve iniciar com a oxidacéo
enZimética o C-7 e/ou C-3°, seguida pela sua redugdo
asgimétrica. Schulz (1891) mostrou gue o caminho biossintético
paYra Va producéo do TH-hidroxidanaidal por machos de Creatonotos

transiens alimentados com TS5-heliotrina seguis-se via uvm processo

"de oxi-reducso, iniciande-se pela desidrogenacio do anel

5. Hartmann (comunicacio pessoal) sugere alternativamente que TR
PAs podem ser mais estédvels gue 75, portanto a inversio deveria
ter sido selecionada pels "estabilidade bicguimica”™ da forma 7AH.
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pirrdlizidﬁnico produzindo ﬁm aléaléide instavel tipo pirrol; a
‘subsequentgzhidrélise da funcio ééter, e a oxidacgo final do OH
primirio produzindo o hidroxidanaidal (39) (Esquema 4.1).

7. Fémeas perderiam paulatinamente a capacidade de inversio
de TS Pﬁé, e provavelmente também de incor¥porachc de PAsS, &
que obtinham éstes alcaléides via cbpula, a qual deve ocorrer em
um curto tempo apds a emergéncia da pupa. Esta aguisicidoc, via
cépula,rniniﬁizaria os riécos de predac8oc por ocasific da visita
de fémeas sem PAs & fonﬁes vegetais destes alcaldides,

A menor capacidade de fémeae em converter o T7S5-OH em 7R-OH

coaduna com evidéncias e observacdes de que fémeas de Ithomiinae

rarémenté vigitam fontes  de PAs (Pliske 1975a,c, Trigo 1988) e

obtém estes alcaléides atravée doe machos por ocasifio da cépula

-

(Brown 1885).

5. Experimentos para 8e verificar se fémeas apresentam uma
capacidade menor de incorporacdc de PAs do que machoe estfio sendo
realizados.
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Tebela 4.3.

Derivados

de

{feromonios)

encontrados em

estruturas sexuals de machos de borboletasg Danainae e Ithomiinae.

s

Substincias '

Espéries 3 51 32 L Refertncizs
BAMAINAE
Rpaurina
Asauris ochlea + - - - 3
A, albinaculata - - - - 3
A, Bcheria + - - - 3
A, hecale. +- - - - 3
A, miavius + - - - 5
4. tartarea = - - - 3
Farantica aglea 4 - b - 5
Ideopis juverta - - - - 5
Danaina :
Tirusala petivérana + - - - 3
7. Fliwniace + - - - L5
1. septentrionis + + - - 15
T, forsosa - - - - 5
Baraus hasatus hawatus + - - - i
P, h. soderatus + - - - i
B, affinis affinis t + - - i,2
D. a. albistriga + + - - 0t
B, pusilus fhebdridesiusz - - - - i
B. chrysippus petilea + - - - 1
B. c. dorippus + - - - 1
B, plexippus - - - - 1,5
B, gillvppus berenice + - - - i
. g. strigosus + - - - i
D, forensa eercedonia - - - - i
E.‘Iisniace petiverana + - - - 1
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Substahcias :
‘ Espéries 54 19 51 57 53 | s Referéncias
| B. phileae decipiens + - + - - - 3
B. plexippus erippus - - - - - - 5
b. genutia * + + - - - g
[. eresizys - - - - - - g
D. plexaure £ - - - - - 5
tuploeina
Euplozs nezeries - + - - - - i
E. m. pelyeela - + £ - - - 7
E. tulliolus tylliclus - + - £ - - i
£, sylvester sylvester 4 + - - - - 1,5,7
E, klugii | - % - - - - 5 -
E. pulciber ¥ + - - - - z
t, core {orina - 4 - - - - 1,5
E. treitschiel jessica - % - - - - i
E. t. aerea - - - - - - 9
[. boisduvalii - - - - - - 1
£, b, fraudulenta - - - $ - - 9
£. Iewinii lilybaea - 4 - - - - 1
idea jasenia + + - - - - 5
Ttunina '
Lycorea 1lione + - - - - - g
ITHEHIIRAE
Titht:'reini
Tithorea harsonia furia - - - - + - 7
‘T. h. pseudethra - - - - + - 1
Rechanifini
Bechanitis lysienis - - - - - - g
K. 1. lysienia ‘ap_resenta - 3
desidropirrolizinas
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Substancias
_ Refergncias
Espériss a0 39 b3 52 Le
B. polyseia casabranca apresenta - 1
gesidropirrolizinas
§. Istheia veritabilis - - - - - 7
Gleriini
fleria phessnos no analisado - 3
gualitativamente para
gesidropirrolizinas
8. makrens ndo analisade - 3
; qualitativasente pars
desidropirrolizinas
Hapengenind
Byalyris cana nio analisads - 3
. quaiitativasente para
desidropirrolizinas
Ithomiing
Fithomia iphianassa nEs analicado - 3
gualitativasente para
decidropirrolizinas
Dircennini
Caltithoria hezia heziz ni0 analisado + 4
qualitativazente para
desigropirrolizinas
Bircenna dero - - - - - ]
Hova Tribo
Frittuitzia hyzenaca - - - - + 4eb,
Pteronyeia besbei néo analisado + 3
qualitativasente para b
desidropirrolizinas
F. nubivags ndo analisado + 3
qualitativaments para
desidropirrplizinas
B, veiz nio analizado + 3

gualitativasente para

Bodyr idini

desidropirrolizinas
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Bubstancias ‘
) Refergncias
Espéries oy 3% 1 313520 8 L2
. fodyris kedesa pao znalisado . + 3 ‘
gualitztivasente para
tezidropirrolizinas
Erela gercetis nio analizado + 3
qualitalivasente pars
desidropirrplizinas
f. androwica nic analisado + 3
gualitalivasente para
gesidropirrolizinas
. Lt 2—hidroxi—2—(1—hidroetil)—3~metil~7ebutirolactona {ver
Esquema 1.4, Capitulo 1). - ' - e

1. Edgar (1975); 2. Edgar (1982); 3. Edgar et al. (1976): 4.
Schulz (1892); 5., Schplz (1989a); 6. ©Schulz (comunicac8o
pessoal); 7. Schulz et al. (1888).

. .
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. 1.8.° INVERSAD ESTEREQQU&&ICA DO CENTRO ASSIMETRICO 3 -OH:
CASUALIDADE QUIMICA?

A hif@tese acima envolve um novo cenario para a evolug&o de
aqguisicic de PAs em lepidéptereg, exyiicando também a inﬁersﬁo no
centro assimétrico C-7, observado neste experimento. Entretanto
e&éa hip6tese niio esclarece o porque da inversdo do 37 -0H, também
aqui observada, gquandc Mechanitis polymnia € alimentada com
rinderina (éd) e intermedina {6b), e a nio inversBo guando é

slimentada com indicina (6a), licopsamina (6c¢) e eguinatina {(6Ge).

Licopsamina (6c¢) - Intermedina (6b)

Figura 4.9. Conformagdo de cristals de licopseamina (6c) e
intermedina (6b) (de MacKay et al. 1983).
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A .inversao deve estar relacionada com a cénfofmacﬁo
- assumida rpelos dilasterecisomeros utilizados. Cristals de
Ticopsamina (6c) e intermedina (8b) tambbs 7R-OH) apresentam uma
lﬁonta de H intramolecular entre o grupo hidroxila no C-7 do
niaclec pirrolizinico e os grupos hidroxila do acido ésterificado.
Na licopsamina - a interacso envolve. o 2°0H (tercidrio) e na
intermedina.so 3°0CH (sgcundério) (Figura 4.9} (MacKay ef al.
1983). Eséa conformaclio ¢ assumida também em meio .liquido
(comparac&o com eptudos de RMN em CDClas -~ MacKay et al. 1983).
Nio existem estudos oonfﬁrmacionais dé'cristéiografia, ou de RﬁN
. de rinderina (6d8) e equiﬁétina (Be) (ambos' 75-0H), entfetanto
rinderina apresenta o ﬁeémo-écido nécico da intermedina, 6 acido
(+)~tra§ueléntico {42a), 81 3 eqﬁinétina'-épresenta 0 Acido (—);
viridifiérico (43a}, o\ mesmo Acido nécico da licopsaminé.
‘Portanto Bupﬁe~sé que rinderina apresente uma poﬁte de H entre o©
3°0H (secundéfio) e 0‘7OH,‘ e eqﬁinatina apresente uma ponte de H
entre o Z270H (terciério) e o TOH (Figura 4.8). A'miﬁimizacao
energética - da molécula de héliotrina (75, .um monoéster com a

configurac8o 75 mostra gue existe uma ronte de H entre o 2'CH e o

T’OH, levando a uma cohformacéo dobrada endo (Wodak 1878) {Figura -

4.8).“ Com base nestes dados sugere—ée também a conformaco
aoﬁradauendo‘para a rinderina e equinatina (Figura 4.8)

Sugere-se gue a agfio da enzima de oxi-~reduclBo no caso da
prinderina (6d4) ﬁgmbém atacaria o S;OH.(secundério) devido é 2ua
proximidade do sitio ativo da enzima de oxi-reducfio (Figura 4.8).

No caso da equinatina a ponte de H do 7-OH se forma com o 27 OH

{tercisrio), © qual n&c pode ser ozidado. A disténcis entre o
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3’CH da equinatina e o sitio ativo da enzima nag favoreceria a

inversé&o deste centro. _

A:ﬂﬁévmodificacéo de C-3" em PAs sem 7-OH (amabilina, 13b)
(Figura 4.6) se deve provavelmente a parte dcida da molécﬁla
girar livremente emltorno da. ligaééo CfQ. Em supininé (13a),
outro PA sem a hidroxila no C-7, vérificawse através de estudos
ceristalograficos (MacKay et al. 1885) gue esse alcaldide ndo
assume a c§nformagéo "pseudo macrociclica " semelhant@- aos
monoésteres 6b e 6o em MacKay et al. (1883).

Entretanto a explicac8c para a invers8o de parte do C-37 da
intermedina.pefmaneoe obscufa.

A &quisic&o. de indicina (86a) sem nenhuma modificacdc em
ambos o8 sexos n&o & discutida aquil, desdé que nenhum estudo
conformacional deste alca}éide, -ou de seus andlogos com o acido
(-)-tragqueléntico, foil realizado.

' Embora a-parte dcida dos PAs incorporados ndo apresentem
nenhuma estrutura relacionada nas estruturas sekuais_de machos de
Mechanitis polymnia, os ithomiolideos A (i’S;ZS,BR)~2~hidroxi—2~M
(1-hidroxietil)-3-metil-y-butirolactona e B (25,3R)-2-acetil-2-
hidroxi—B*metil~?~butirolactona foram encontradog em estrutursas
sexuvalis de Prittwitzia hymaeneca (Schulz 1892, ver Esaguema 1.4,
Capitﬁlo 1). Esta estrutura foi primeiramente identificada por
Edgar et al. (1875}, sem Que sua__configuracéo absdluta fosse
”determinada.r A configurac8o absoluta desta lactona esta
relacionada com agquela do 5oido (~)-viridifl6rico (43a), o acido
nécico na licopeamina (62). Portanto, espera-se gque outros

Ithomliinee aue g utilizem da lactona derivada da psrte &dcida na
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- comunicac8o gquimica apresentem a mesma configuracfZo absoluta

desta lactona identificada acima.

2. INCORPORAGEO DE PAs MARCADOS RADIOATIVAMENTE COM [14C] POR

Mechanitis polyvmnia.

2.1. INCORPORACEO DE SENECIONINA MARCADA COM [14C].
2..1.1.. AH’ALIVSE QUANTITATIVA.

Larvas de Mechanitis polymnia alimentadas com senecionina
[1aC] (terciaria [3451“3 R e N-O6xideo)- foram analisadas via
cintilador, ‘para a detefminac&o da .ﬁeroentagem de assimilacso de _
PAs, em 2 de seus estdgios: 1. 4B horas épés a ingest8o, 2.
aduitos recém—emergidors da pupa, os éuais ser&o chamados aqﬁi de
adultos I. Adultos __ recém emergidos da pupé de M. polymnia também_
foram alimentados com bs mesmnos alcaiéides, sendo analisados 24
" horas apds a ‘iﬁgestéo dd alcaléide; estes adultos ser&o aqui
chamados de adultos II.

Os reesuitadoé da Tqbela 4.4. most;?am. a percentagem de
assimilacg8io destes alcaléides nose e;iperimentos acima. A Tabela
4.5 mostra o aj.:'oo-ns.eno'c-ia rercentagem de assimilacéo déstes
alcaldides. Essa transformac8o & necesséria' pars a nérmalizacao
das péraentagens rara anidlise eptatistica, desde gue percentagens
e proporcles apresentam uma distribuicio binomial ao invés de uma
“distribuicdic normal (Zar 1884).

| A | comparaclio entre o8 (experimentos com esenecionina
tercisria e senecionina N-6xido mostra que em larvas e adultos II

a guantidade de geneclionina H-é6xido asaeiniladsa &
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significétivamente malor que a guantidade de sénecionina

terciaria. Adultoe I nas gpresentaram diferencas significati§as
entre a assimlilaclo de N-6xidos e bases tercidrias (Tabela 4.5).
A comparagéo entre  os estdgios no experimento de
assimilac8o de senecionina. N-6xido mostra que la:vaé e adultosg I
asgimilam significativamente mencos Pﬁs gue adultos II (Tabela 4.6
e 4.7). Da mesma forma esgas diferences silgnificativas se
repetem nos éxparim&ntos com genecionina tercidria (Tabela 4.8 e

4.9).

Tabela ’4.4. Percentagem T_de asgimilaclc de Senecionina (34)

marcada com [34(C] por Mechanitis polymnias.

Alimentado como larva Alimentado como
| . adulto
Lerva |  Adulto Adulto
SN 10E5(7) TE6(4) 52121(8)
a7 3t1(6) 413(5H) 23%120(10)

SEN: Senecionina N-6xido
ST: Senecionina terciaria

&. Os nUmeros nas colunas representam X+tS(N).
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Tabela 4.5. Arco-senos da percentagem de assimilac8o de

Senecionina (34) marcads com [3<4C] por Mechanitis polymnia®.

Alimentado COmo 1arva_ Alimentado como
| | adulto
Larvas | Adulto2 Adulto=
SN 18E5(7) 1417 (4) 46+13(6)
5T “10x22(6) 11x5(5) 26114(10)

SN: Senecionina N-6xido

BT Seneéionina tercidria

a. yver Zar (1884; p.239).

©. 0 ntmeros nas colunas- representam XES(N).

c- Teaste t: entre Larvas B8N e 8T: t = 3,6381, gl = 11, P<0,01

0,8435, g1 7, P = NS

It

4. Teste t: entre édultos SN e 8T: t
i4, P«<0,01

|
1

«. Teste t: entre adultos SN e 5T: t© 2,7818, gl
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Tabela 4.6. Andlise de varifncia do arco-seno de percentagem de

~incorpor&acay de Senecionina N-6xido.

Fonte Soma dos GL | Média dos | F p
Quadrados : Quadrados
Entre 3.437,53.7 2 1718,758 21,668 o <0,01
ﬁentro 1110,528 14 789,323
Total . 4B4B,045 16
Tabela 4.7. Teste Tﬁc};ey’ _Para  COMPara¢les miltiplas entre as
médias  dos arco-seno _Wdla percentag‘erﬁ de incorporacio Qe

Senecionina N-6xido.

Larva ' Adulto= Adulto®
Larva - o NS <0,01
Adulto= <0,01 o -
Adultor | -

& - Aliméntadas como larvas.

b. Alimentados como adultos.
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1

Tabela 4 .8. Andlise de variéncila do, arco-seno de percentagem de

incorporacio de Senecionina tercisdrio.

Fonte Soma dos GL | Média dos F P
Quadrados Quadrados

Entre 1328,146 2 664,073 6,162 <0,01

Dentro 1839, 8987 18 107,772

Total - 3268,043 20

Tabela 4.9. Teste Tuckey para compara¢Ses mGltiplas entre s
médlas daos arco-geno - 4ds rercentagem de incorporacso de

Senecionina terciaria.

Larva : - Adultos ' AdultoP
Larva ' - NS _ <0,01
Adultoa <Q,056 , - _ -
Adulto® -

- Alimentados como larvas.

. Alimentados como adultos.
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2.1.2. ANALISE QUALITATIVA - N-OXIDACAO DE PAs.

| Os extratos metandélicos dos estédgios tratados como acima
(item 4.2.5!.'.1.) foram cromatografados em CCD e snalimados via
Radioscan. Todos os estégios alimentados com senecionina N-6éxido
redu'ziram.em maior ou menor grau estes alcaldéides para a forma
tex‘wiéria (Figura 4.103. Similarmente  todos os estidgios
alimentados com senecionina tercidria N-oxidaram somente parte do
alcaléide {_ﬁ'igura 4.11).‘ | Em muitos casce, em ambos 08
experimentos, parte do alcaldide marcado se cenc;entr-c_}u pertoe do
ponto de aplicagio da% filaca de- CCD. = Supde-se gue estas
gubsténcias sejam a base Vnecina, _du seus derivados, que séo‘
originadas pela hidrélise do alcaléiée ingerido pelos

Lépidépteros.

2.2, INCC?RPOR&G:&O DE MONOESTERES MARCADGS COM ([14C].
' 2.2.1. ANALISE QUANTITATIVA.

Alguns experimentos com uma mistura de  PAs [24C]
nonoésteres, extraidos dg; cultura de '-rai-zes de FRupatorium
‘cannabinum tambféfn foram realizadc;s'como acima (Tabela 4.10).
Entretanto- deviélo a@ baixo ntmero de indiviciuog em a.lguns
experimentos nenhuma anédlise estatistica foi realizéda, sendo

necegsdrico um aumento da amostragem para efeitos comparativos.
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Tabela 4.310. Percentagem de assimilacBo de monoésteres marcados

com [14CT por individuos de Mechanitis polymnias.

Alimentado como larva Alimentado Como
adulto
Larva : Adulto Adulto
HMN 13, 16, 22,1 11, g, 14 20, 25, 3%
(13, 2. 14,
3)e
MT -} 24, (41, A 25 , ' 58, 47, €60
36, 17)»

MN: Monoé&ster N-6xido.

]MT: Monoééter,terciério.

- Os numeros nas colunas representam a pefcentagem_ em cada
individuo analisado. Nap foram calculadas as médias e desvios
padrio paré cada experimento.

b. O numeros entre parenteses representam 1érv§s que morﬁeram

sntes qgue decorressem 48 horas apds a ingestBo do PA marcado.

2.2.2. ANALISE QUALITATIVA — N-OXIDACAO DE PAs.

Larvas, pupas e adultos I alimentados com monoéteres N-
éxido spresentam somente N-6xidos em seus tecidos (Figura 4.12).
Adﬁltos I1 apresentam ‘ﬂ¥éxidos e mais trés componentes

desconhecidos, 08 quais por comparagdo com os padrdes poderiam
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ser bases tercidrias, como também outros derivados de PAs (Figurs
4.12). Todos os eptiagios alimentados com moncésteres tercliarios
pareoem ter N-oxidado guase gque totalmente estes alcaléides

(Figura 4.13).

2.3. ANALISE DOS PADROES ENCONTRADOS.

Embora og experimentos estejam incompletos, e sugestles
rara a finalizagc8o destes experimehtoa sejam dadas abaixo,
algumas conclusles baseadas nos dados aquil apresentados podem ger
feitas. |

Larvas de Méchanitis‘polymnia tem como planta hospedeira
diversas’espécies-de Solanum, as quals nio apresentém PAas. W Os
machos obtém estes alcaldides através de visitas a fontes
vegetals com PAs. TFémeas provavelmente recebem estes alcaldides
de machos por ocasifio da cbpula, desgde que ﬁ&o s80 encontradas
.visitando fonfea vegetals com PAs. Portanto, o fato de larvas
incorporarem menos PAs que adultos7 deve ger explicado pela
perda da capacidade fisioldgica das larvas:aséimilérem PAg. Wink_
& Séhmeidér: (1980) varificar%m que as mariposas Syntomeida
epilais {Cnetuchidae) e Creatonotos tranaiens (Arctiidae),
fitofagoas . especialistas em glicosideos cardiacos e PAs=,
respeétivamente, ndo assimilavam eficientemente cutros alcaldides
oferecidos em dieta artificial.

A comparagio entre a percentagém de asgimilagBo de

7. Significativa nos experimentos com senecionina e provavelmente
também nos experimentos com monoésteres, embora nenhuma analise
egtatistica tenha sido realizada neste caso.
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. macrociclicos e monoéstereg nico foi possivel devideo: 1. a0 baixo

numerc de amostragenm dos monoésteres, 2. a mistura dos

m@noéstereé:(majoritariamente 13 e 15) aplicados na dieta néo
representam o0s principais alqaléi@es encontrados _naé fontes
vegetaiS'ﬁisitadas por estes lepidépteros, ‘& nos lepiddpteros.
Este segundo item poderia levar a erros. desde que a incorporac#o
de PAs n&c €& passiva, e sim mediada enzimaticamente. e n&o se tem
dados sobre ?ercentagem de inoorporagéo versus estrutura dos PAs.

Entretanto uma - Importante verificacgdo & feita guando
‘observamos os  padrdes éﬁélitativos de .estdgios alimentades com
macrociclicoé e monoésteres: ! macrociclicos n&o s&o
eficientemente N-oxidados. enguanto gue .monoésteres o 88o.
Efovavelmente, devido a biqlogia de Mechanitis polymnia, esﬁerav
se que monoégteres sejam metabolizados. e incorporados mais

-

eficientemente que macrociclicos, desde qgue raramente se.

- verificam casos de visitas destea lepidopteros a fontes vegetais

com PAs macrociclicos, &além de .n&o‘se verificaram a presenca
destes mécrociolibos' em tecidos destes lépidépteros. A N-
oxidac8o de PAs macrociclicos & realizada eficientemente por
larvas Tyria jaoébaeaé, um arctiideo especialisﬁé‘em S@neoid, uma
planta gue apresenta PAs macrociclicos (Ehmke‘et al. 1990).

Os experimentos agui estdo incompletos e para uma melhor
definig&0 do quadro apresentado acima serdio necessarios:

1. Aumento da amostragem em cada experimento.

2; Anélisé diferencial eﬁtre machos e féméas em cada

experimento.

3. Sinteme de um  tnico PA monoépter, preferivelmente do
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tipo 6, © qual & ~ingerido na natureza por p. palymn'ia, para a
_ realizacio dos experimentos de incorporaglio com N-Oxidos. |
’ 4. Incorporagtic de PAs nfoc marcados (idénticos dos
marcados) Para uma andlise posterior via CG-EM, desde que a
comparacBo através de CCD é insufi'ciente quando se dépara com vmna
substéncia de RF desconhecido. Mesmc; as substéncias de mesmo RF
do padré’ao. podem gpresentar- diferentes estruturasl Nuybl
esterecauimica dagquela origin'almente ingerida pelos lepidg’apt.eros.
| 5, Experimentos sobre & percentagem de Iincorporsaclio x
estrutura de PAs monoé‘steres {(por exempié:' monoésteres 1,2—

insaturados x® monoésteres 1,2Z-saturados).
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Fiéura 4.10. Deteccl8o de seneéionina-fl403 N-6xido incorporada
por larvas e adultos I1 de Mechanitis polymnia via CCD revelada
%por Radicscan . SN: seneéiénina‘ N—éxido; ST: senecionina
tercidria, B: base necina ou derivados desta, ?:'deéoonhe¢ido, L:
larva, ¥F: fezeszs, P: pupa, AIl: adulto I; ATlI: adulto II, O:

origem, F: fronte.
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Fiéﬁra 4.11. Deteccao de sene01onin;7{14CJ.terciar1a inﬁdrporada -
por larvas e adultos%ll de Mechanitis polymnia via CCD revelada
“por Radioscan . BN: - seneclonlnaﬁ%N ~-6xido, "ST: senecionina
tercidria. B: base necina ou derivados desta, 7: descohhecido, L:
larve, F: fezeag P: pupa, AIl: adulto I, AII: gdulto 1T, O:_

origem, Fz_fponte.-




-"Incorpora£3&o de PAs por Ithomiinae : E 193,
- ! F]
. H
MN . H
.. -I
A13 ' :
, i H
_ } i
) A & e 3
; -..'....anaf-.llsssﬂlllﬁ_} *
. i
.
¥ J ! *
. : ?. f
ol , .
'I T N
U N .
' - f | 9B f
, L AL
¥, :...eu;---g.saxnistai AR A A A A B A
_ E - . : 1
\ ¢ J o Al
. . : 0. .E !’..< 0 . -
. .,_- ; f |§ e - J: Cor ' - ) o
_ - . ot :'. ~3 \M__- ’t’
E*: _“;;'g.-ll':tllll’!l.[‘_‘;} ‘-l;l.llllllilulillilt—i‘_}

, AlI-Femea R _

: o | o IR

: L f Lo S

i " ’ : . .

N Lot - T
-nanlllll_'lllllllllt-nl . ~r e

- A -

Figura 4.12. DeteccBo de monoésteres [14C] N- oxidoajiﬁgéfﬁorada -
_por larvas e adultes 11 de Mechanitis polymnia wvia CCD revelada
por Radioscan . MN: monoéstérgs N-6xidos, MT: monoésteres

tercidrios, Al3: alcaldide 13, AlS: alcaléide 15, Bﬁ base necina

ou derivados desta, 7: desconhecido, L: larva, F: fezes, P: pupa,

AI: adulto I, AII: adulto II, O: origem, F: fronte.
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:indorporada por larvas e adultos II.de Héchanitis ééi;ﬁgg; via
CCD revelsda por Radioscan . MN: moncésteres Nféx%dos, MT:
“monoésteres tercidrios, Al3: alcaléide 13, Al5L: alcaléide ib, B:
bage necina . ou &erivadosl desgta, 7: désconhecido, L:‘larva, ¥:
fezes, P: pupa, ATl: adulf@ I. AII: adulto II, O: origem, F:

fronte.
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DEFESA QUIMICA =EM EORBOLETAS
ITTHOMIINAE CONTRA A ARANHA

NegsFr £ T & ﬁlavipeﬂ

Defesa guimica em insetos dévido -1 aqﬁisig&io de compostbs
guimicos de plantas é win fenomeno amplamc—:nte estudado {(ver Brower
1384 e referen01as ali contidas), o qual foi comprovado pela
Pr-imeir&; vez porA Brower et 'él. (18867). . Estes au‘;;dres Veri‘ficaxjaﬁi
que larvas da . b,orbqleta Danaus plexippus (Nymphalidae, Danainae)
Be alimentavan de folhas de Asclepias curassavica
(Aaclepiadaceéé), seguestr'avam glicosideos cardiacos destas, &
transferiam estas substéncias para adultos recém emergidos da
pups, os quals eram protegidos guimicamente con't';ra passarcs.

Somente  em 1982, PAs foram . correlacionados
expériméntalmehte com a proteclio quimica de -insetos.

Eisner (1982) descreveu a liberac8o ilesa do arctiideo
-U_téthéisa ornatrix da teia -da aranha Nephila clavipes e
demongtrou exXperimentalmente que ai liberacioc ge devia a PAs
-incorporados pela larva da mariposa de sua planta hospedeira
Crotalaria (Legﬁminosae).& Trigo eé: al. (1883) §erificaram
exper-imentalmente que N. C;Z-avipes: liberava adultos da mariposa

Hyalurga ayma {Arctiidae: Pericapinae); egtes lepddpteros
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sequestrawvam PAs de sua planta hospedeira da larva. Heliotropium
_ transalpirium {Boraginaceae).

vascéncellostato & Lewinsohn (1884) _ mostyraram aue N,
clavipes discrimina adultos de Ithomiinae e Danainae, liberando—
op ilesos de sus  teila. Bdrboletés Heliconiini, Nymphalinae,
' Acraeinae, Pieridae e Papilionidaé eram geralmente predados,
embora fecam parte de anéis miméticos milllerianc e batesiano aos
quais pert@,ﬂcem o Ithomiinae e i)an&inae. Estes autores
conoluliram que a colorag8io de adverténecia e o mimetismo das
borboletas predadas n8oc influénciou a resposta da aranha.

Brown (1884,  198bH, 1987), Trigo (1988) e Masters (1990)
mostraram que PASI 880 responsAveis pela liberag8o de Ithomiinae
por N. clavipes. Estes autores mostraraxﬁ que adultos recém-
'emtjergidos, oB quaig néo‘apresentavam PAsg, pois suas larvas se
alimentavam de Solanasceae {sem PAs), eram predados rela aranha.
‘.Individuos recém—emergidos apods consumirem PA& eram liberados.

Outros predadores tambem liberam borboletas Ithomiinae,

-

provavelmente devido & presenca de PAs nos tecidos destas.

Ith_e}.nia pe]i‘ucida fol rejeitada na mailoria dé\s vezes (85%) quando
oferecida para gralhas azuis f(?yanocitta cristata bromia) (Brower
& Brower '1864). Harber (1878) wverificou, em laboratério, que 9
espée:{es de péssarosg rejeitaram significativamente adultos de
Ithomiinae. Saguils da ESpét;:ie Leontopithecus rosalia rejeitavam
" Ithomia drma:; e Methona themisto (Coimbra-Filho 1981).

Existem também relatgs_ de predag8o de adultos de' Ithomiinae

por passaros. - - Brown & Vasconcellos-Neto (19'?5) verificaram

individuoarde‘a trése espécies de Ithomiinae sendo predados prelo
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. P&sSaAro Piipraeidea melanoﬁota.. Harber (1878) observou uﬁ
‘tiranideo comende um ithommineo transparente.

Experimentos realizadoz no presente trabalho com trés
eppécles de Ithomiinae, mostraram_ gue uma mesma substéncia
quimica'péde estar sendo utilizada diferencialmente, por estas

trés ewepéciles, na protecio quimica contra um mesmo predador.

1;4DEFES£,QUEMICA KM Tithorea harmonia.

Larvas de Tithorea harmonia sequestram PAs de sua planta
hospedeira, f?estonia acutifoliia, transferido-os para os adultos
recém-emergidos através da PUPpa., enqﬁanté que adultos capturados
no campo apresentam um padric de PAs muitas vezes semelhante 80
dé indi?iduus recém—emergidos (Tabela-3.2, Caﬁitulo 3). |

~ Apesar de apresentarem PAs (12-i 8 ué}, adultos de Iﬁthoreq
barmbnia. recémvemergiaoa da pupa. foram gignificativamente
predados  por ﬂl olavipes? entreténto, individuos capturados no
campo, O8 quails " também apresentam PAS (86 = 24 ug), foram
significativamenterliberados {Tabela 5.1); émbora um  individuo
apresentando 38 pg de PAs fosse preaédo. A guantidade de PAs nos
individuos-teataéos ﬁaréée ter relacgBo com a reéposta da afanha

negte caso.

2. DEFESA QUIMICA EM Aderia olena.
A defesa guimica contra N.‘clavipes é'umA fenomeno complexo
em borboletas da espécie A. olena. Larvas se alimentam de folhas
de plantas de Prestonia coalita, nas gquais néd foram encontrados

PAs, _entretanto ruras & alguneg Iindividuoes recém-emergidos da
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UPRs apr%asentam estes alcaléides_ {Tabela 5.1, Tabelas ;8.3, 3755
Capitulo 3). |

Adultos recém-emergldes e adultos  capturados no campo'de

Aeria olena foram siginificativamente liberados por N. eclavipes,

embora o2 primeiros muitas vezes'apresentassem_sqmeﬁte tracos de

PAs {(Tabela 5.1 — ver também Tabela 3.5 no Capitulo 3).

3. DEFESA _;éu'mzca KM Mechanitis polymnia.

.. A defesa quimica em adultos de Mechanitis polymnia contra a
aranha N. clavape@ apresenta o padrao enoontrado por Brown (1984
1085 e 1987) e Mastera (1990) para adultos de Iﬁhomllnae em
geral. Individuos récém~emergidos da pupa, sem PAs, devido a sua
planta ‘hOBpedeira (plantaé do génerol-501anum) ﬁéo conterem PAs,
g80 em Bsua totalidade‘ pfedadoa pela aranha. Individuos
‘capturados no campo, apresentando PAs, s8o significativamente
liberados peié aranha (TaBela :5.1), embora dois individuos com
aproximadamnente 300 pg de PAs {(a mesama quantidade enéonfrada em

individuoe liberados) fossem predados.

4. PADROES DE DEFESA QUIMICA EM ADULTOS DE ITHOMIINAE CDﬁTRA A
ARANHA Kephila clavipes.
| - Como observa-se nos exXperimentos .acima, defesa <quimica
proporcionada pelos PAs contra a aranha N. clavipes nioc € um
"mimples caso “possuir PAs = ser protegido". Fatores como 1.
concentracio de'PAS nog tecidos, Z. limiar de fome do predador
{no cégo_ A@pﬁila),'e talvez 3. composiclo quimica da mistura de

PAe devem estar envolvidos na defesa quimica destes lepiddpteros,
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t

entretanto nenhum estudo ‘sisteméticg foi realizado'pgra que se
possa bteorizar sobre estes fatores.

dutré‘suPOSicao baseada . nos experimentoé aéima, & qgque ndo
somente monoésteres = 1,2-insaturados (como  as estruturas
identificadas nas trés espécies em éstudg) pedem estar envolvidos
na protec®o gquimica destes 1epidéptefos. Por exemplo, individuos
recém-emergiodos de A. olena s8o liberados, embora muitas vezes
nio aprea@ntém guaisquer tracos de PAs.

Além dieso., experimentos com outros predadores (vertebrados
e invertebrados) sﬁo necessdrios. Nephila clavipes é um predador
orientado guimicamente em Irelagao a pfesas impalatéveis, nio
diferenoiando viéualmente guas presas (Vasconcellos-Neto &
Lewinsohn 1884) e portanto ndo deve ser ﬁma pressio seletiva
relevante para a agquisicdo e manutencso de PAs neste grupo de
lepidépteros, devido a  ocorrencia de colorac&é de advertencia e
fanéis miméticoé nestas borboletas. A atividade de PAs contra N.
clavipes deve Ber fortuita, ﬁm caso de exaptéc%e (ﬁer Gould &
Vrba 1984), e talvez tenha ocorrido depois da selecdio para
aquiéicéo ‘dé PAs por estes 1§pidépteroa, | O comportamento de
taﬁatosel, caracteristico de Ithomiinae que caem (ou s@o jogados
na teia de Nephila) poderia ter sido selecionado em resposta a
aranha ou a outros predadores, desde que Ithomiinae manipulados

por humanos também mostram semelhante comportamento.

1. Tanatose: Diversas espécies de Ithomiinse gue caem na teia de
N. clavipes saspresentam um comportamento conspicuo. Elas =se
mantém imdveis até a aranha libera-las da teila. Com este
comportamento as borboletas minimizam & probalidade de danos,’
desde que a aranha é estimulada por movimentos.
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Qg diferentes padrdes ‘ quitriioos de defesa observadog nas
tres espéocies acima poderima refletir linhagens filogenéticas com

diferentes padrles de incorporaclBy, de PAs (ver Capitulo 3),

inelhor que adaptacbes de uma espécie contra predagdo.
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Tabela 5. 1. Quantidade de PAs (ug de bases totais - X + S (N))=
em borboletas testadas em bicensaios com Nephila clavipes, e a

resposta da aranha.

Eapécie PREDADA ) ﬂI_J‘IBERADA _ TESTE-T® TESTE X;'*G
X+ 5 (W) X+ 56 (M) :

Tithores
harmonia
a. RECEM . _
EMERGIDO 12 £+ 8 (6) - (O - P<0,01
b. CAPTURADD 38 (1y - 35 + 24 (16) C - P<0.01
NO CAMPO : : ) ‘

Aeria olena

&.RECEM o :

EMERGIDO, 0x0 (2@, | 0z 0 (16)< . NS P<0,01
- ©) | 13+ 10 (8 P<0,01 P<0,01

b. CAPTURADO : _

NO CAMFO ' : 1 B1 458 (T R P<0,01

Mechanitis

polymnia

a.RECEM : : :

EMERGIDO ‘ 0+0 (10) - (0) - P<0,01

b.CAPTURADO :

NO CAMPO 315 +

344 (2) 382 + 149 (8) ' NSe P<0,01

a. : : : ... b.
" Analisados por colorimetrias; Teste-t para comparacaco entre

C. ' .
Teste X* para comparacio entre o nimero

a- gquantidade de PAs;
de individuos predados e liberados; d. Tragos de PAs em alguns
individuos - analise de CG-EM (ver Tabela 3.x no Capitulo 3);

- e .’I'este Wilcoxon.
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ENPERIMENTAL

!

i. COLETA DOS ORGANIGHMOS.

a descric&or detalhada da localidade em que cada organismo
fol coletadé, além de sua classificacfo boténica ou zoolégica
sBo dadas has Tabelas 6.1 e 6.2Z. Exsicatas de plantas foram
depos_itadas no I;Ierbéxrio do Depértamento.de Boténica, Instituto
de_ Biolegia, UNiCAMP,ﬂ e exemplares dos insetos foram
‘depositados no Musen de Histéria Natural do Instituto de

Biclogia, UNICAMP,.
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Freitas Leitdo do Departamento de Boté&nica, IR, UNICAMP.
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- Tabela 6.1. Organismoe estudados fPlantas).

Plantase Funcdo® | Locale
APOCYRACEAR: ECHITOIDEAR

Prestonia aeutifolia (Benth) K.Schum PHL/TH MP

P. coalita (Vell.) Woods PHL/TH CS,HERC
SOLARACEAE .

Solamm paniculatum L. PHL/MP s

Solanum Jatrophifolium Donal PHL/TIL co
ASTERACEAX : EUPATORIEAK

Adencstemna sp.t VA Sd

Ageratum conyzoldes L. VA FSG

"B, laevigatum - Lan. VA 58J, OP

E. maximiliani Scharad. ex DC. VA 5J

E. pexiae RVA MP

. pauciflorum H,B.%& K RVA. - CS, UNICAMP
E. panctulatum IC. RVA 5J

E. squalidum IC. RVA 5J .
Trichogonia gardneri A. Gray VA SJ
ASTERACEAE : HELIANTHEAR

FEmilia sonchifolia DG, RVA cs
BORAGIRACEAE

Heliotropim indicum 1,. VA MP .

H. transalpimm Vell, VA CS,UNICAMP,

. HFRC

H. peruvianum L. VA MJ
1. Estd sendo identificada pelo Prof. Dr. Hermbgenes de
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a. Inflorescéncias foram coletadas quando se tratava de fontes
vizmitadas por adultos, e folhas quando se tratava de plantas

hospedeiras da larva; P- PHL/TH: Planta hospedeira da larva

de Tithorea harmonia; PHL/AO: Planta hospedeira da larva de
Aeria Dl&ﬁa; PHL/MP: Planta hospedeira da larva de Mechanitis
polymmias PHL/HL: Planta hospedeira da larva de Mechanitis
Iysimina; VA: Visitadsa freagliesntemente por adultos: RVA:  HNunca
ou r&fmﬁ&ﬂté vigitada por adultos, embora apresentem PAs e
ooorram  simpatricamente® com os lepidopteros; 2. MP: Mata da
Pedra, Mogi Guagl, ©8P; CS: Mata de Costa e Silva, Campinas,
SP; HFRC: Horto Florestal de Rio Claro, Rio Claro, 5P; FSG:
Fazenda Santa Genebra, . Campinas, 8P; SJ£ Serra do Japi,
Jundiai, SP; OP: Morro da Forca, OQuro Preto, MG; MJ: Arboreto

de Monjolinho, Campinas, SP.

Tabsla 6.2. Organismos estudados (Insetos).

INSETOS LOCALA
LEPIDOPTERA: RYMPHALIDAE: ITHOMIINAR
Tithorea harmonia pseudethra Butler'

Aeria olena-oleua'Weymer CS
: 5J

M. polymnia casabranca Hunsch. ce
53

a. Ver legendas na Tabela 6.1.

2. Simpatrico: ccorrencia no mesmo  lugar, usualmente
referindo-se a &reas de sobreposicioc em distribuicBo de
egpécies.
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2. ISOLAMENTO, SEPARACAO K QUANTIFICACAO DE ALCATOIDES
. PIRROLIZIDINICOS. ' .

2‘.1. FRACIOHAMENTO DE PLANTAS.

| Plantas foram coletadas e ma;lt'i_das a ~1b6°C até a e?;tra.géc’;
e fracionsasmento, rara o8 gquals foram utilizacios dois
rrocedimentos diferentes:

1. plantas frescas ou licfilizadas foram eﬁtraidas a frio
duas ' vezes,  com 10 vezes o volume: do sq_lvente {MeOH) em_'
relacfo ao. peso seco da  planta. O,V extrato foi ' evapofad§ em
- rotavapor a baixa- pressio (<40°C) e reduperado em . um sistema
1IN H,80,:CHCl;. A fase agquosa foi extraida mais 3 ‘.vezes com _
igual vqlume de CHClB. A ) fase .orgénibé.foi reuniida, seca em
Na2804, € evaporada a baixa pressfo como acima, originando uma.
]Fracﬁo Neﬁtra_.. -O ex‘b'ratof aquors‘o dcido fol separado em duas
aliguotas. A primeira aliquota foi alcalinizada a pH 12 com -
NH8 25%, aplicaf_:ia ﬁo topo de .uma colunarde Extralut (Merck)
(1,4g/1ml ) ' e eluida Vcom 10 vezes o ‘volume,- de CHCls. O glua-tb
orgénico fol traﬁado Como _ac:ima, ‘originandol uma frac8o de
Aleéléid&s ‘}.ivrres (oﬁ teréiérios). A segﬁnda aliguocta foi
reduzj:da com - excesso de Zn por 5 horas, mantendo-ee o pH
B&H};p):*& por volta de 1-2Z, posteriormente alcalinizada com
excessc de NH3 28% e tratada como scima, originando uma fracio
‘de Alcaléides Totais (alcaléides tefciér-ios + N-oxidos).

2. extracBo & quente com Soxlet durante 24 horas,

utilizando-se MeOH ou EtOH como solvente. 0 extrato foi
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evaporado em rotavapor e processado como acima para a obtencég

_ de alcal&ides totals.

2.2, FRACTONAMENTO DE INSETOS. (Figura 6.1).

| Insetos foram ¢coletados o"u' criados emj_. l&boratério &
acondicionados ' individualmente em frascos com 2 ml de MeOH.
Ho ceee de larvas, estas eram extraidee apés 6 horas éem
alimenta@ao,“ para n eliminacBo de restos das fezes.

- Posteriormente o8 insetos eram homogenizados em tuboé de
ceﬁtrifugagao | com areiJaA do mar pﬁrificécia- (Merc_k),‘ e
~centrifugados & 4000 rpm ' por 10 minutos e- © sobrenadante
recuperado . Este' 'proAce-dimento era repetido pér 3 ve‘zés.
@uando ée degejava uma an-a’,iise duariti't‘ati\}a de PAs pelo método
colorimétrico (ver abaiy;o), o sobfenadante fol eseco e:.m-
‘corrente ‘de ar ou | Nz, recuperado em 2 ml de MeOH e duas
aliquotas de 100 pl cada retiradss (andlise de N-éxidos &
alcaléides totails respe.ctivamentg). 0 sobrenadante ‘fo.j_ entag
novemente seco em corrente de ar ou Nz, diluidp em 4 ml de 1N

27747 _
efetuado, originando-se fraedeg peutra (NT), alcaloidal livre

(AL) e salcaloidal total (AT).

4,80 e o mesmo procedimento adotado para plantas foi
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F
Insetos vivos
1. Cotocar em ¥edH, guardar a -§ C
2. Bomogenizar ¢in Arela do Mer Extrapura {Mork)
+ 2 clcloe 3. Centrifugar & 4000 tpm 6 min '
RESIDUO
. SOBRENADANTE
retirar ¢ sliquotass— rediluir em 2ml ¥eOHe——p1 1. Secwr em Iy |
é 0.4 mh para colorimstrie /" 1%, Particlonar som 2} 1K FySt, 2l CECk
' 3. Extreir 2x CHOY
~—
GilshA ORORNGA - CAMATA AQUOSA CDA
1. seear com Haghty ' _
2. evaporer & baiza presseo | _____,..,--—--“'"""“"'*---_______
1; y WS
~ 1, Beduzir com Zn, 5 b2 1. Sam redugho com I
FRACAO 2. Koalind Ky pH 1 2 i dimeutos 2
NEUTRA ealinizer com Niy p . Seguir procedimentos 2,34
%, Eriralut {1,4mi s0/)
4, Blulr som 10z CHOY
R | ED
L. sevar com HegSD, 1. socar com Nepll
2, evaporar em baiza preseio 2, eveporar & balra pressao
' ] ‘ |
14 Id
ALCALOIDES ALCALOIDES
TOTALS LIVRES

Figura A.1. Fracionamento de insetos.
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.2.3. CROMATOGRAFRIA EM CAMADA bELGADA (CCD).
2.3.1. ANALITICA.
Amostras foram aplicadas em placas pré—-peparadas de

Silica Gel 60/UV254, G,10mm de espessura, usando-se como fase

mével CHC1,iMeOH:NH, 25% 83:14:3. As placas foram secas a

3

temperatura.aﬁbiente e reveladas em cémara de idde por 15-30

min. A maloria das substéncias orgénicas presentes eram
reveladas, apresentando coloragio marron. Pogteriormente o,

i6do era sublimado & 100°C. Com -este procedimento os
alcaldides l,2~dehidropirfélizidinicos - eram transformados em
degsidropirrolizinas. As placas gfam 'entéo re#eladas com
- Reagente ~ de Ehrlich (1% 2,4~dimetilaminobénzaldeidb em HC1
cghcentrado, diluido em acetona 1:45,.0 qual forma coloracéo
azulada, violeta ou’ réxa quaﬁdo ‘-se complexa com .
desidfopifrolizinas (véf' Figura 1.3 ;no_ Capitulo 1). Este
‘método a6 & senéivel a aléalSides 1,2-dehidropirrolizidinicos,
PAs saturados ndc podem ser determinados por essa metodologia

{Mattocks 1867).

2.3.2. PREPARATIVA.

| Para pu?ificacéo dé PAs ou‘separacéo ée PAs com-indices
de'reténgéo maito diferentes aplicava—se a fracdo desejadé em
uma placa preparativa de Silica Gel 60/UV254,70,25mm- (Merck).
O sistema de solvente acima foi utilizado e a plaea revelada
COm Reégente de Dragendorf éue reage c¢om "éompostos

nitrogenados apresentando uma coloracdo vermelho-alaranjadc.




Experimental ' ' 209

As mancheas eran recuperadas, e extraidas com uma 'solucHo de
‘carbonato de s6dio saturada. A fa%e aguosa foi extraida b
vezes com CHCl,, a fase orgénica seca com Nazsoé, e evaporada

a baixa pressfo, originado og PAs purificados desejados.

2.4. CROMATOGRAFIA DE PARTICEO.

Para separac8o de PAs éom grupos 1,2 Vou 1.3 diois,
utilizou-se cromatografia de partic&c modificada de Fhran et
al. (1880). . Celite 545 (100 g) tratadsa com  uma soluclo 5%
borax (73 ml) foi empacotada em uma coluna 1,0 m comprimente x
2,0 om didmetro, utilizando-se CHClé. como fase mével .
Aproximadamente SQO mg da fracHo alcaloidal era diluida em
CHClB, ada&rvidas em Celite 545, seca & temperatura ambiente;
aplicada no topo da coluna e eluida com CHCls. FracBes de b-
10 ml eram coletadas e analisadas em CCD,‘coanrme metodologisa
- acima. Ghaando se neeeésitava uma posterior ‘purificacéo dos
PAS, utilizava-se cromatografia de adsorcidc e . cromatografia
pPreparativa. |
2.5. CROMATOGRAFIA DE ADSORGEO.

| Para purificac8io de PAs utilizou—se cromatografica de
adsoygag em coluna (Silica Gel 60, 70;230 mesh), usando-se
como eluente um gradiente CHClas, CHCla:MeOH:NH4OH entre 95:4:1
8 65:25:10, dependendo do alecaléide . a ger purificadﬁ. As
ffagées eram coletadas e analisadas €m CCh qonforme

metodologia acima. L




" Capitule 8 ) ) : 210

. 2.6. COLORIMETRIA.

Na anidlise colorimétrica de PAs dos oréanismos gstudados
‘eﬁpregGUrfsé'o método de Mattocks (1967, 1968), Bingley (1968),
modificado por Brown (1885) (Ver.Figupé 1.3, Capitulo 1).

o Alcaléides totais (base livres + N-o6xidos) .e N-6xidos
fof&m:quaxrtificadoa. Para alcaldéidez totais, uma aliquota de:
" 1/20 dos organismos previamente extraidos- (ver acima) foi
oxidada em t@%os de ensaios abertos com 0,5 mL de reagente de
oxidacé8o (uma = solucdo de 30% HQOZ:Na4P207 0.5 ml:z,ﬁmg,
diluida em MeCH 1:200) ﬁor' 25 minﬁtos & 100°C. As amostras
eram resfriaaas a temperatura amb;énteg o8 tragos de d&gua
foram eliminados com corrente de sz &ceféto de isoamila (1
ml) + sanidrido acético (0,1 ml) foram adicionados, e as
amospras aguecidas & iOO°C rpor 2 mihutos'-em tubos de ensaio
fechados §ara se evitar a contaminag&; por dgua.  As amostras
-foram novamente _resfriadaé é: temperatura ambiente e tratadas
com 1 ml de Reagente de Ehrlich ‘modificado preparado na hora
(8 mlL de BFs metanélico 20% + 72 ml de EtOH + 1,4g de
dimetilaminobenzaldeido}. As amostras foram aquecidas_é' 60°C

por 5 minutos como acima, novamente esfriadas a temperatura

ambiente, diluidas em um volume de 4 ml com acetona. A
abéorbancia foi lida & 581 nm.  Para HN-6xzidos, o mesmo
procedimento fol seguide, =em a reacgdo de oxidacio. Cada

microgama de PAs eguivale & absorbancia de 0;05 nm {segundo
Brown 1987, utilizando  equinatina como  substancia de

referéncia).
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3. INSTRUMENTAL.

3.1. dﬁﬁﬁ%TéGRAFIA GASOSA.

ﬁmOSiiﬁﬁ das fractes alcaloidais eram diluidas em MeOH e
analisadas por cromatografia gasosa Qapiiar ém um equipamento
CG Héwlett Packard 5880, s=érie I1 com integrador HP 3396,
série I1, eguipado com uma coluna de silica fundida (WCOT, iHm
x 0.25mn, DB-1, J&W Scientific CA), e detetores de ionizactio
de chama & de nitrogéﬁio/fésforo. ‘Conéicées: ﬁempefatura de
injec&of 250°C; programas de temperatﬁf#: iBO—BOO“C, 8°C/min;
razfo de 'spiit 1:20; gés de arrvaste He 0,5 bar,_Zml/mih;

volume da amostra 1-2 nl.

3.2. CROMATOGRAFIA GASOSA-ESPECTROSCOPIA DE MASSA.
| Amoétras acimé, apés -cromatografia gasosa foram
analisadas por CG;EM em dois aparelhos:

1. Cromatégrafo gasoso Carlo Erbé Mega Bi160 eguipado com
uma coluna de silica.‘fundida (WCOT, 30m x 0,32mm, DB-1, J&W
Scientific CA) diretamente acoplado‘com unm , espectometro de
massa Finnigan MAT 4515. Cohdicﬁes: mesmas acima, com energia
de ionizacdo de 70 eV. No caso de andlise de espectrometria
de massas de ionizaclo guimica positiva foi utilizedo comd Eas
reagente NHs. |

2; Cromatografo gasoso Hewlett Packard—5988; série 11,

equiprade com uma coluna de silica fundida (WCOT, 15m x O,2bmm,
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DB-1, J&W beientific CA) diretamente acoplado a ﬂm detector
seletivo  de masss Hewlett Paékard 5870. Condicoes:
temperatura de injecHo: 250°C; programas de - temperatura: 150-
300°C, G“C/min e 4°C/min; raz&oc de split 1:25; gas de arraste
He 0.5 bar, iml/min; volume da amostra 1-2 pl, energia dé
ionizacBc de 70 eV. '

Os indices de retencido (IRKﬁ foram calculados segundo

modificac8Bio de EKovats (1858):

IRE = {(Te-Ton-1)[(Cn=Cn~1).1001/Ten-Ton—-11.100.Cn~1

onde:

Ts: Tempo de retencfis da éubsténcia analisada.

Ten: Tempo de retencdo do Vh—alcano que elui apds a substéncia
snalisada.

VTCn-lZ Tempo de retencdo do n-—-alcano que- elul antes da
~substéncia analisada.

':Cn: n-alcano gue elui apds a substéncia analisada.

"Cn-1: n—alcano gue elul antes da substéncia analisads.

Substéncias anteriormente isoladas e identificadas de

plantas ou sintetizadas foram utilizadas como referéncia.
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A‘juantidadelde PAs foi calculada somente eém termos ge
“abundéncia relativa3 a partir da integracsag _ogtida nos
cromatogramas detectados em ionizacfo de chama. A area cbtida
nestes crcnnatogramas foi multipliicada por um fator de correcdo

F.

F = PM/Cn.12

onde:,
F: fator de corregao rara a area de cada substanold anallsadd.
PM: peso molecular da sub&tan01a analisada.

Cn: niUmero de carbonos da substancis analisada.

' 3.3. INFRAVERMELHO.

Os espectros de absorcso na regidb do infravermelho foram
registrados em "filme pﬁr um espectrofotémetro dispersivo
- Perkin-Elmer, modelo 1430 e espectrimetro Perkin-Elmer, modelo

1600 com transformada de Fourier.

3.4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

Espectros de iH e 13C foram medidos em ddis aparelhos:

1: Eapecﬁromeﬁro Brucker AM 400 (400,1 e 100,8 MH;
respectivamente). |

2. Espectrometro Varian Gemini 300 (300 e 5,1 MHz

3. Proporcio entre PAs na fracdio de alcaldides totais.
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respectivamente), .
0 golventes wutilizados foram CCla e CDCls. TME e CHCl=
foram usados como referéncias internas. -Os» deslocamentos

guimicoas (8) ®88p  indicados em ppm, e &8 oconstantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.5. CUTROS.

i- Ponto de fus&o (PF) foram determinados em um apareiho
Eofler com microscépio e placa de aquecimento, e nfoc foram
corrigidos.

‘2. Os valores de rotégao Htica [d]n foram determinados
num polarimetra Pélamath; Carl Zeiss com lémpada de mercurio.

3. Os solventes utilizados nas semisitese & exXtracdes e
outros experimentos foram tratados conforme as exigénelas dos

experimentos.
4. INCORPORACEO DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS POR ITHOMIINAE.

4,1,-INCORE©RAG§O DE PAs HONOESfERES POR Mbcbénitis polymnia.

| ‘Ovos & larvas de Méchaﬁitiﬁ polymnia foram coletados na
regiéo” de Campinas e criados em laboratdédrioc sobre folhas de
uma. das  suas plantas hospedeiras da larva (Sblanum
praniculatum) até a pupacho. Adultos recém emergidos da pupa
foram deixados 24 horas sem alimentag8o e postericrmente

alimentados com * 100 Kng de PAs monoésteres terciarios
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diluiduos em 3 ul de solugdo aguosa saturada acucarada. Forsam
'utiliéadcms og seguintes PAs: indicina (8a), intermedina (6b),
Alicopsamijia (6c), rinderina (6d), equinatina {(6d) e amabilina
(13b). Um dia apds a ingestlo da dieta osg 1epidépteros foram
separados por  sexo, colocados a --15°C e rosteriormente
extraidos com MeCH, procedendo-se o fracionamento padrfio parsa

bases totais de PAs, omitindo-se a andlise colorimétrica (ver

item 2.2). As fracdes alcaldidais totals foram analisadas por
CG-EM. Os- PAs acima foram utilizados como padrBes para’
coinjeclBo.

4.2. INCORPORAGEO DE PAs MARCADOS COM 14C POR Mechanitis
pglfmnia;

Ovos e larvas de ‘Héchanitis“ polymﬁia coletados em
Campiﬁaa foram criados-ém laboratério sobre folhas de Solanum
panicuiatum e Licopersiéum sp.

‘ Laréas de 4° eétédio el adultos recém emergidos da pupa
foram alimentadas-¢oh PAs marcados radiocativamente com *4C em
experimentos descritos abaixo.

PAs macroéﬁcliqos & monoésteres.foram.utilizados-eﬁ suas
formag bases terciériasj é N~oxidos nestesw experimentos de
incorporac#Bio. - Comoc PA macrociclico utilizou-se senecionina-—
14C obtido de cultura de raizes de Senecio vulgaris L.
{Hartmann et ai. 1888), e como monoésteres, uma mistura de PAs
de cultura de raizes de Eupatorium cannabinum L.,. a gqual

apresentava principalmente - oz alcaldéides 13 e 15 (Hartmann e
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Hilemeyver , em preparacdo).

4l2.1. IE{%DRPDRAGEOIPOR LARVAS.

. Larvas foram aliﬁeﬁtadas até_o 4° esfédio com folhas de
Solanum paniculatum ou Licopersicum. B5p. Mo 12 dia do 4°'
estéddioc, Phs fadioétivos {220.000 cpm de- macrociclicos ou
monoeésteres) foram diluidos em MeOH (Bul) e aplicados na
superficie de 1 om® de folha. Ap6s o MeOH evaporar as folhas
eram 'ofereciéas as 'larvas.' Apds o consumo total da folha
tratada. as larvas eram novamente aiimentaaas' éom fo}has";
normais. Fezes fofam coletadas ¢ fizadas em MeOH. Individuos
(em cada tratameﬁto). forém extraidos em MeOH: come 1. larvas
(48 horas apoés. a ingestao:da dieta); 2. ‘pupas, e 3. adultos
racém—emergidos.' Teodas as amostras foram homogenizadas
individualﬁmnte_em M@OH}&reia 'do-mar super pu:é (Merck) com o©
auxilio de um almofariz e pistilo. 0 hdmogenizado foi
centrifugado, o sobrenadante recuperado e seco em corrente de
ar. O extrato foi recuperado em 5 ml de MeOH e aliquotas de
100n1 foram coletadas, diluidas em aproximadémente 2 ml de
Risluma (Marék)_ e a atividaae radicativa medida em cintilador.
O restante (ou o equivalente 4 = 20;000'¢pm) féi aplicado em

placa de camada delgada Silica Gel 60/0V, 0,10mm de

2h4?
espessura, utilizando-se como fasé mbével CHCIS:MeOH:NH325%
83:14:3. Az placas foram analisadas em um aparelho de

raétreamento de radicatividade Radio TLC-system, Ravtest-Rita
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‘3200 prara esquadrinhar os alcaldéides marcados radiativamente.

- 4.2.2_. IHCORPORAGAO POR ADULTOS.
Adultos recém-emergidos da pupa foram alimentados com PAs

radicativos (220.000 cpm, macrociclicos ou moncéateras)

‘diluidos em 3ul de solucad acquoga saturada acucarada. Vinte e

guatro horas apbs a alimentac8o os individuos foram tratados

como acima .
5. BIOENSAX0S PARA DETERMINACAQO DE ATIVIDADE BIOLOGICA DE PAs.

5.1. BIOERSAIOS COM A ARANHA Nephila clavipes.

Os Ticensaios com .a aranha Nephila c¢lavipes foram

realizados nas areas da ﬁata de Coaté e Silva, arboreto de

Monjolinho . Maté de Amarais e na Serra do Japi, durante os
- ﬁases de fevereiro & maio, época na gual as aranhas eram
abundantee. Todos 08 bicensaios foram realizados entre 9:00 e
16:00. Aranhas fémeas foram -~ utilizadas nos bioensaios,
verificando-se e & MesmAs eram gaudavelis, 1.e., 8e & teisa
era nova-e e a fémea reaponéia imediataméﬂte qﬁando uma présa
gualauer era lancada na teia.

0 comportamento tipico de fémeas desta espécie, quando
wma presa cal ou é 1ancada_ em sua teia, é se deslocar da
posi¢8o mediano superior da teia, na regifo de convergéneia
doé raios, em direc8o ao local ondé & presa caiu na teia. A

rresga ent#o é togada com- asg gullicieras, pedipalpos = o
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primeirwf par de patas, sendo entso paralisada pelo veneno
inoculado pelas guiliceras. Depois de enrrolar & Ppresa com 0O
auxilio das fisndeiras a: dos ©pares de patag traseiros, &
aranha leva & presa & porc#io mediano superior da teia, onde
continna &8 pica-la com as guiliceras, regurgitando um suco
digestivo na press, passando ent@o & sugéulﬁ. Esta operac3o
de eﬁbaber a presa  em suco digestivo e. sugd-la dura em média
15 a_ZOininutos. Os restos de alimentos (guitina das presas)
s80 desprezados e dependurados na tela em separado (Vianna'
1872). | |

Aranhas. gue Ja estavam se alimentando n&c foram

~

utilizadas'nos biosnsaios. N&o foi feito controle de saciacko
nas aranhas. Cada aranhé era vwtilizada, na maioria das vezes,
uma unica vez no mesmo dia. Caso contrério, o préximo
bicensaio. com a mesma aranha era realizado somente uma hora
apés o primeiro bioenﬁaio.

| Aduitos capturados no cémpo e individuos recém emergidos
da pupa eram lénoados individualmente na teia da aranha,
observando-—se a resposta da mesma:

1. Predacgso: resposta descrita acima. Consideféufse
predacido mesmo e a aranhé apos comecar a gugar & presa, &
descartava posteriormente. Esta resposta &€ considerada como
rejeicho por Vasconcellos-Neto & Levinmchn (1984).

2. IDLilberac8o: a aranha ao tocar .na borboleta com o8B

redipalpos, gqueliceras ou primeiro . par de patas n8s consumava

o atague, cortandoe a tels em volta do lepidéptero, liberando-o
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ileso.
Em ambos 08 casos o8 lepidéptercos eram  recoletados e, .

acondicionados em MeOH, para posterior analise qguimica.

- . .

| &
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6. CARACTERIZACAQ DE PAs ISOLADOS DE FONTES VECETAIS.
Os alcaldides aqui descritos foram obtidos conforme

metodologia descrita no item 7.2.1. deste capitulo.

{~-)—8Bupinina (13a), P.F. 149-150°C, lit.4 148-148°C.
falp = “10’2; {(EtOH; ¢ 1,0), 1it.% [alp -12° (EtOH; ¢ 2,0}.
IV ®mex om~3: 3333 (CH), 2930-2855 (CHaieuwsi), 1743 (C=0),
1838 (C=C), 1265 (C-N) (Figura 2.47 - Apéndice). EM-IE e EM-
IC (ver Tabela 2.2, Capitulé 2. 1H e 13C (CDCls) ver Tabelas
2.6 e 2.7 (Capitulo 2).

(-)—Amabilina (13b), 6leo, [alp = -12,5° (EtOH; o 1,2),
1it..7 [alp = -7,1° ' (¢ 2,02, EtOH), [alp = -98,56° (e 1,2
EtOH). IV ®Omax cm-1: 3409 (OH), 20968-2877 (CHeiquii), 1728
(C=0), 1654 (C=C), 1228 (C-N) (Figura 2.52 - Apéndice). EM-IE
e EM-IC (ver Tabela 2.2, Capitulo 2). 3IH e 13C (CDCls) ver

Tabelas 2.6 e 2.7 {(Capitulo 2).

4. Liu et al. (1892).
5. Crowley & Culvenor (189589).
6. Culvenor & Smith (1867).

7. Roeder & Bourauel (1982).
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{—)—bLevigatina {13d) {composto nova), Glec amarelado,
[alo = =16,2° (CHCls3 o 1,0). IV Gmex om-1: 3408 (OH), 2955-
2855 (CHasiguizx), 1732 (C:O}, 1228 (C-N) (Figura 2.68 -
Apéndice). EM-IE e EM-IC (ver Tabela 2.2, Capitulo Z). | iH e

18C (CDCl=) ver Tabela 2.8 (Capitulo 2).

(+)—Iq£ermedina {(6b), oOleo, [alp = +6,5° (EtOH:; ¢ 1,3),
lit.B [alo = +4,8° (EtOH; c 2,38). IV ¥max cm=1l: 3424 (OH),
2966-2855 (CHeaguii), 1732 (C=0), 18654 (C:C), 1232 (C-N)
(Figura 2.78 - Apéndice).. EM-IE e BM~IC {ver Tabela 2.2,

Capitulo 2). 1H é i3C (CDClz) ver Tabela 2.10 (Capitulo 2).

. {+)—Licopsamina (6c¢c}, éleo; [aln = +4,1° (EtCH; ¢ 1,9)
1it.® {aJo = +3,1° (EtOH; ¢ 5,98). IV ®max om—1: 3408 (OH),
30552866 (CHarau11), 1728 (C=0), 1230 (C-N) (Figura xx).  EM-
IE e BM-IC (ver Tabsla 2.2, Capitulo 2). 1H e 13C (CDCla) ver
Tabela 2.9 (Capitulo 2). -

. {+}mﬂinderina (6&), 6leo, falp = +18,0° (EtCH; ¢ 2,8),
1it.8-8 f[alp = +24,6°, [{alp = +18,3° (EBtOH, ¢ 1,32). IV ©max

cm'l:c 3384 (OH), 2867 (CHaiguii), 1732 (C=0), 1231 (C-N)

8. Culvenor & Smith (1966).

8. Asibal et al. (1989).
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(Figura 2.57 - Apéndice). EM-IE e BM-IC (ver Tabela 2.2,
<. Capitulo 23. iH e 13C (CDClé) nas Tabelas 2.8 e 2.7 (Cap. 2).

(+)-Equinatina (6e), 6leo, [alp = +10,5° (EtOH: o 1.2),
1it.8.7 [alp = +12,8%, [alp = +9,8° (EtOH; o 1,17). IV ®max
cm=1: 3394 (OH), 2970-2888 (CHeiausi), 1728 (C=0), 1654 (C=C),
1228 . (C-N) (Figura 2.62 - Apéndice). EM-IE e EM-IC (ver
Tabela 2, Capitulo 2). 21H e 13C (CDClz). nas Tabelas 2.8 e 2.7

(capituloe 2.
7. SEMISINTESE DE PAs.

Derivado isopropilidenco de 6o (47}; 11 mg' de (+)-
licopaaminﬁi (6c) foram diluidos em 5 ml de 2,2-dimetoxypropaﬁo
destilado na hora; a esta solucto foi adicionado 20 pl de HC1
concentrédo e a misﬁuraV_foi deisxada éesoansando ror 24 horas.
A reaglBo foi eéffiada a 0°C e tratada com 60 ul de NH4OH. Os
solventes foram - evaporados em baixa pressio (a <40°C),
obtendo—-se uma gbma' amarelada. qgque apfeséntava uma TnNnica
mancha em CCD (ver metodologia de CbD no item 6.2.3.1). EM-IE
m/z (abunddncia relativa): [M]+ 339 (<1), 324 (7), 295 (3),
254 (Z), 188 (2), 157 (18), 1566 (2), 140 (2), 139 (12}, 138

(100); 137 (17), 136 (21), 109 (3), 108 (3), 106 (2), 101
(11), 160 (Z2), 85 (5), 94 (47), 93 (8B4), 8O (18), 71 (11), 67
“(12), B9 (12), 53 (9), 43 (83), 41 (19); 1H RMN (CDCls) & 1,00
(&, J=6,5H=, H87 %), 1,02 (4, J:B,Sﬂz, H7 %), 1,30 (d; J=6,0BZ=

| &1
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" H4"), 1,39 (s, OCHs), 1,50 (s, OCHz), 4.26 (q., J=6,0Hz, H3"),
4,70 (d, J=12,9Hz, HSa), 4,79 (d, J=12,9Hz, OHb), 5,91 (m,

HZ); % walores interconvertiveis.

Derivado isopropilidenc de 6e (46). 7 mg de (+)-
equinatina (6c¢) foraﬁ diluidos em 5 ml de 2,2-dimetoxypropanc
destilado na hqfa; a esta solucso foi adicionado 20 ul de HC1
céncanmvado e a mistura foi deixada descansando por 24 horasi
A reacBo foi esfriada é 0°C e tratada com 60 ul de NHaOH. Os
solﬁgntens fqram evapor&dgs em baixa presséo {(a <40°C),
obtendo—se uma goma amarelada, que ,apreééntava uma ﬁnic§ 
mancha em CCF (verfmetodologia de CCF no item 6.2.3.1). EﬁQIE
m/z (abundéncia relativa): [MJ+ 339 (<1), 324 (7), 205 (3),
254 (23, 158 (2), 157 (18), 156 (2), 140 (2), 138 (12), 138
(100), 137 (i?), 136 (21), 109 (3); 108 (3), 106 (2), 101
(11), 100 (2), 95 (5}, 94  (47), 93 (B4), B8O (1B), 71 (11), 67
(12), B9 (12), 53 (9), 43 (83), 41 (18); *H RMN (CDCls) &6 0,97
(é, J=8, 6Hz, HS’*),-l;OO (d, J=6,8Hz, H7 %), 1,286 (4, J:S,BHZ,‘
H47), 1,38 (s, OCHe), 1,54 (s, OCHs), 4,26 (q, J=6,3Hz, H3),
4,77 (&, J=14,4Hz, H9a), 4,88 (d, J=14,4Hz, HOb), 5,75 (m,

HZ2}; % wvalores interconvertiveis.

(—)-Platinecina (3a). 116 mg de (+)-retronecina em 5 ml
de MeOH foram hidrogenadas cataliticamente com 12 mg de 10%

-Pd-C (forma 6xida) & temperatura e press8o ambiente por 5 hs.

A catallise foi filtrada sob Celité 545, o filtrado foi
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" evaporado, obtendo-se uma goma gue foi cristalizada em

acetona, obtendo-se 115 mg de coristais de (-)-platinecina
(98%). PI: 148-148°C (1it.2@ 148-148°C}). [alp = m57,35

(EtOH; ¢ 0,35) 1it.*® [alp = -865,5° (CHCls; ¢ 1,00) IV Ona=x
em—1: 3422 (OH), 30b2-28B66 (CHaigqui1), 12865 (C-N) (Figura
2.84). EM~IE (ver Tabela 2, TCapitulo 2). H e 213C se

encontram na Tabela 2.11.

feido (£)-2-mcetil, Z-metil butanéico (48). 1,0815 g do

éoidq (*)~2-hidroxi, 2Z-metil butandico foi refiluxado em

cloreto de acila por 12 horas. 0. clorete de acila foi
evaporado &80b -baixa press8o e um 6leo viscoso, 1,1427g (78%)

foi obtido, observando-se uma Unica mancha em CCF (silica gel
H, fase mbével Benzeno:MeOH:AcOH T4:14:75. IV véax cm~1i: 3458
(OH-&cido), 29ﬂ3w2944 (CHaigui1), 1741, 1727 (C=0). iH e 33C

(CDClz) na Tabela Z.12 (Capitulo 2).

89-0-RS-P—acetil, 2-metil butancatc de (+)-retronecina
(40b). A uma solucdo, em 5 ml de CHzCl=z seco,'dé 30 mg de (+)-
retronecina (la) (0,1935 mmol) e 100 mg .do aecido (*)-2-
hidroxi; 2-metil butandcico (48) (0,6250 mmol) foram
adicionados uma solucdo, em 5 ml de CHzClz seco, de 278 mg de
DCC eﬁ guantidade catalitica de DMAP. A reacHo fol deizada

agitando Z4 horas a temperatura amblente. Apds este periodo o

10. Fleet et al. (1991).
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solvente fol evaporado e a goma resultante cromatografada em

¥

s#ilica gel H (fase movel CHzClz:MeOH:NHaAOH 80:10:1), obtendo-
se 22 mg (0,0741 mmol, 38%) de 40b ﬁcomo uma goma axnafelada.

. EM~IE (ver Tabela 2.2, capitulo 2). IV Omes ém"l: 3415 (0OHY,
2966-2838 (Cﬂalqu;‘xl}, 1638 (C=C). 1261 (C-N). tH e 13C

(CDClz) na Tabela Z2.13 (Capituloc 2).
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Figure 2.21.

Espectrometria de massas de impacto de elétrons (IE)

e de lonizagBo quimica positiva (ICP) de 1B.
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Figura 2.22. Espectrometris de maseas de impacto de elétrons (IE)

e de ionizacgho quimica positiva (ICP) de 18.




245

Figurae 2.23. Espectrometria de massae de impacto de elétrons (IE)
e de jonizacgio quimica positiva (ICP) de 20.

Apéndice
-
t i P Lo i ] '
=iy . - L5
- )
[ ) L
1.8 [
: e Mg Br
[ 1
© [
- 1 8
o i . L o
o o . o
F © B4
T4 @ OF
t Mo -
g 3
"o ' [
ég IS
o + o2
] -
> + 1 s
E = - f (]
3
* -t
.> o r o 3
¥ Q ] s
w -
. N 1
ol “ 3]
: - - O
[ " i o -1 : ful
[o ] o R .
| 8 < P I
e +v L
t -l R
, -y - 3 .
- [ F ©
-0
[ @
_ﬁ < —_——]
N p L
- “+ o !
. & [
- g 3
- |, . - v -
. 1 o g}._
1 5“ P N m_g
i L o
la i
5 - . ar
a1 ‘ «F
t I i .
] ‘l : '-0
L - L0
-
[ I N:
0 —ra. nf
=0 -
- .-:
© e it O
3 T
3 Q 4
By B
M F w F
N "3 ot
[ (4 B S
[ o
I - (4
3 L
3 .
e
LY
O T ] ¥ | 2 1 I 1 ¥
‘e [ 8.
F g ¥ X N
2 B8 0 n JE
. ot - -




T

Apéndice

246

o
g :
o |
i o i
AN
o
[+
> +
e =
g
h o
ks & 1 .
T8
N ]
FEREE
—

[T

S Sk e
C o el d e Y e AR e

1 1 G
= - i
& L )
& :
a - b
D i-Q L.
g Y ot
m 3
3 . 3 &
- - - 1o
L
b ” 3
L g
@ i
! m. i}
a3 .
b b
> P .
X - ©
o
o A
i e
Lty r
3 r
L @ !
o s
7 b :
i)
- vr
] < g
g : O
- D N ol ]
o *
N >
Tt ® s
L al e o:;.-
- ! Lt (213
o
.. 3 . m
B - L5
L @
+ — ) 1
& =3 . L.
] .....: m o
. ""N - .
[ v’ L
<}
. n)—‘u -
E: R
wy ) - 4,
3 '&'
m& g-—
S - 1
w. 4 &1
g e
' 1 ] L
i ~}
) -1 e
p—— . N
(1) "-CGO : a
ol )
[k proii.= gy
L I RY]
o i
b () - -
- 1 ) ‘t."
o—% i
L N d G
. e €4
: i o
. L S
t m_-:-
; ¥
{ ¥ T 1 T I L] 1 i T T [} T l T H ¥ I
: & & :
g : Vg g N
: o .
& n =8 - N =
. vt -

Figura 2.24. Espectrometrie de massas de lmpacto

g des lonizegdo gquimica positiva (ICP) des 21.

i -

da elétrons (1IE)




‘Apéndice

247

Cotly

0

OH

|
N
22. M* 381

f
— N V_M—r—r#“'f——
i L A 1 i 1 i
Fi. )
5 ==
b
L -
;4 ’ 3
!

[

13

T o

2
i

[

znn
I i 3
b

T sem, -

Figura 2.25. Espectrometria de massas de lmpacto de elétrons (IEj

B

Lo

}oum

Tmex .

. 108, —

142

138 |

19?7

‘179

169

150

L 1s2

124"

124 .1 .JJ.

8s
i}

e i Ay

a3

2z

200

180

=373

358

221

. pm4 -
.

233

20
m

ag1

237

284

Linl i

T Y

LB WA

oL
Ll
W [
W i
ol
<3
I E L 1 H ¥
e
[
[un]
3]
.

e de ionizagd@o gquimica Qositiva {ICP) da Z2.

Moz
‘199. & =

"58.0

250

Tt
220

Mra




Apréndice

248

b ]
..
4
i
&

vsl
23 M* 301

283
y

i

¥y
3

{
25

240
T

168

141

1

L

114

Lal

.

7o
i

se.e
Lo

e g e R

v

Figura 2.26. Espscirom
¢ de ionizaglo quimlca positiva (ICE) de Z23.

T2 —

etris de massas de lmpacto de elétrons (1IE)




o3z mwn - Iz Zru.

PP P 1 i [ EPUPUIFUIPI EPESTUR | [P m NP aa i P 1 e et I a o .
=BE zee . pac’ 15C 45z M ﬁ« . g2 7|
mw . . ' sg2 AT ' L
2 ' . e

- , . ) . T ) - 0%

eoz - et 037 oyt . es

PR ’ e " - - i —.-m -.h m. " -\l- -m_.. 4 vt m-m. tort " w w r e N _u-» Frt - 7
ziz szl Ly . 81 12T kST BFT 17| “wﬂ, W_ G661 __ I . 69 1 1l o
' . * , . i

. . : ab»1 I
i . ’ ast - - - .. ) o8 ) 1

o .
!
-

Figura Z.27. Eééeotrometria de magess de impscto de elétrons (IE)

e de lonizac®o quimica positiva (ICP) de 25.

b e S -

. W e —

- P

0 - 988 LA ‘g2 o

Byy¥ \=/ “ M m

H'D ) .
’ ) - H ‘m
|
: A
[} . | W
: ) !
Ae S i N I. o. L
p > \I_ - T . ......4.._...5.!.- o I.I-1 AN v ... N s‘,.‘.mﬂu.. _

= “ . . e ETL T L




B b V.
1 . .
N L3 .
agse ese are pZE . amwm. o0z R = - A ey @z  E/W
i N LTI | : ' hi -. A I .nl....-._ ... ol ..._w..;.......q__. 1 .“—_n>».»L;., 1
o | el 89€ are e . epe’ ¥9E CET &%z / M _ ezz |
0 . ) . . oasz evz oL
o R . '
~ i — 8 "2a W
~ N L w
. i |
. : s M
J R !
- K Co R ) L-a-eov
. 8oz egr RST orY - ezt . es s g3 Zou
it ._"L.,... [P ISR EFFSINE TR N ....u..m.u.:u._q...iw T - u.-r...ﬂ_ﬂﬂ.r._p."....“. R
] gz T Z81 831 _h 16T _*ﬁ i ;h. ] TR S S L 7
, 141 : 0
R 8g3 zZ1 .
E st S5 B
- l-g°pa
- [ N ] R .
B -1 S
V] ' s6 i
- - €S8 — aa2al J
. - g il - I c m
i . o o me v e = SO UL B R
| et 13 L2 gown vz Vil ga7 £90 aiE]
EBE N 82 \ ] . {
\ - - 8"ee .
aalE o
/, ! - - ”.e.eou
el R
0 HO [
o M,
1 _
o . 4 5 D
] ‘ . = Ti»'n.,,. i
- - { 1 F
! w . o
o 1 i _
o 1 . F #
p - B of N 1]
- 3 I |

Figura 2.28. Espectrometria de massas de impacto de elétrons (IE)

e de lonizaclo quimica positiva (ICP) de Z8.




Apéndice ' 251

o ' —]
3 9
= H ,
L) ¢ N b ©
3 . r\v Mg
- 1 o
Lo 8_ )
LY BT i
4 g - b
[ o
4] + N - W} &
a— = oo
b 3 o)
s
& ’ ' -
. N -
[1r] o o
+ e ©
| - 10
. . 5]
+ of
\ o nd 0l
' ! g ol
! i i
b i e "—'_—""""-_'!‘ i y Q . -.
Q- - 10
* ﬂﬂ-—" e g
; L A
) S * of
- ] [
e > -
gt 9
. - - .-..._-": -t s
. -+ L. €3
- * .. F - L & .
.. k . @t
. I pts
- o~ oF
M—F O .
*» . - et ]
. - . ""L Lol o
-
| “ . : . i - P
= o
. ?2..._:- 1)
i -t =}
. r - Fl
- - L
. "’"—E - b
1 al @
Bt =t Q-0
o : 3 Gt o
! I s .
i m_' R r
@f. Q. T .
. - - Pommmrd
- 0 —d o L
o ~+ & -
_._.w F
N -8
L R
ret ot
L o
[ - 9
B ‘ )
:-. g pu $
.-)---—--n—-—‘---;‘;_ - L~
N ' r'i m -t E J
: : . 1 -
i ¥ L ¥ L] I ¥ i 1] L4 l L] L T [} 1 ¥ L] k| ¥
e < e o
' K g N K g
| n’ EQ 0 =
-t . -, .

Figura 2.28. Espectrometria de massas de impacto de elétrons (IE)
e de ionizaclo gquimica positiva (ICP) de Z7.




= 1~h1

PP B |

PP PO Aty 7 N _.._>.ﬁ.m..n_>..-pp ..m ._.... _.L":.“.. :..w.u” .w: “__»Ls_,._ ﬂ.-rx“_.zpﬂ.._hﬂmL:. JW
NI ;" 56Y : 953 AU Y , _ . 43 ~ .
aal ] =t - , by ] S
' 1ZT - ) ! bustcrl SR . ' .” “
4 -3 ..
i \ . ; . \ "
N oo .
- \ . . 3 * Q%
A s [
1} ” ., " )
o . , zs
- L E o GS .
| - .. o= em e
elie T (313 e.whu .Lk. Lﬁ w0
882 N ‘¥2 1 BRI
o | ﬂ/j | | .
' I
A b e
o vy 0 HO # S
3}
i p— .
e :
D 1
o) oot i
£ ) .
L - WP ae

Figura 2.30. Eepectrometria de massas de impacto de elétrons (IE)

e de ionlzecBo quimica positive (ICP) de 24.




. Apéndice 7 ( . ’ _ _ 253

E

iso 24 M* 239

191
iy

© 139

Hp T

.

1
i

vyt

g8 -
li? [}

s

55
1

s

.

180.0 —
L B8, 0 -
| P

Figurs 2.31. Espectrometria de maseas de impacto de elétrons (IE)
e de lonizac®o quimica positiva (ICP) de iso-Z24. '




Apé&ndice DR A
| SN 1 1 1 i bk { - 1
t [
- ) ——t 8
o Iy £, o -}
o 3] S N 1
[ @
= [ w8
o L ot ¥
; . &
5 o g
© -}
o N !
. L & (8]
¢ 8Lg
o 3
o iy !
{ - L
i t\, «F b -
& -
. [~ @ [
» [0]
i - O
| Nt 2
> . L L 6
. L] - o3
: L < g,_":'_
- ol -
R v} & 1
Eal -
o :E : 9
- (’}-—
: g M O
/. - ok i} :
Lald »
o " w1
i . I [
i - } : I ol 3
i T 1 [\
- -+ (911 o
+ : ol 1
“ & 3
- -
2] et G- [
: A ] I !
| ' " N &
: %\}—4' 7
; 1 o f
- [
- &t -
B -l 3
- e 1
' . rg 3
I by ]
+ [y] oot N:"?\)‘
ot d |
-~ r 3 L ~A
0] 3
[ ] L
. S g"-
) : Nt o
_‘ N-
l\-_: i
. L2 X
. P ®
o o A
. T - 0
n—1 mA-v
- @t N
+ - N--
; : 4 a4
| oo : 5 :
s LA L =7 I T | 2y
’ & . @
‘ g g Vo K N
- L& 0 £E& 0 =
= : B -t -

Figura 2.32. Espectrometria de massas de impacto de elétrons {IE}
e de ionizacéo quimica positiva (ICP) de 41.

‘
- ¥

260




2565

. Apéndice NP
J | H ) A ] l X i ' 1l
.- ‘ﬂ‘
—
- O, ]
w0 : |
o a0l L
(> I ¢ .
+ ¥ ,
[ H -t wl
P4 4 3 3“»
< : L ] o L
) { . a4 N.
" L 1
L3 -
° 3 . ‘ < N
g " ™ -
. ‘ﬂ
L} i - b
. & * \ I")‘
. . Ot
TN G
b 053
! 1]
. ) -
/ 1 . . 0
o H - . -y
: ' ok
. ' . Ty
- . -4
. +f N R - 4.
. B . 0N
{ <1
*"‘_ﬁ : -
"y <
. 1 L
‘. M . L o o
: b = )
El. e 1~
i - g -3
i 0 =
. :r.
N 8 . -d
: b ﬁ —
: A 53] =
. . G4
. * e : S
3 . X
- | ! 2 .
-l PN -+ pomniene |
. - = e
; ~ S0
b SRS S =
I ' o ==,
- i - ) -——.—‘.
o e
- . @ ==
e
-§ . w .....,:r
R o " N
: 7 R———
i 0 et
i . — &
B L2 2
i psas o -t
. I . < E e
' 1 1 ¥ T i 1 T T ¥
Lo : ) 1 o
. g | X N
s 2 n E
- ¥
e RN i

Figura 2.33. Egpectrometria de maﬁsasrae impacto de elétrons (IE)

e de lonizagBo gquimica positiva (ICP) de 34.



Apén&ice

256

iléﬂ‘

| e ————=

136

1.0 =

.
252

-

e

T

160

a3

.
B e

i

LA it

59.8 —

Figura 2.34. Espectrometria de massas de impacto de elétrons (1IE)

e de ionizacdo quimica positiva (ICP) de 356.

M-




257

" esk : eer ese - @0s . est 2 |

I TPV ST VPP RPUPUPEPN SPOTUPETTE I ST FRTETEL SPLPTPUPL DY T EPUPUPI IR, BPRPEPEr P L bk Bdoortiartoibmgird i e "...-...».............. + .
T ¥ 1 T % -y et e ; Pp 174 N

. 96T i
1 ;
- ' K M-

oez - 85t . ear 85 Lz
€6

. " T TR PP TPUPUPII PPN SPUPUNT P -..._..1.11.a-h.......h....fu«...l-....._....nL..
PN S ) P TN S ST) SR CR 73 .H_“ma T __ T lde  es _

801 o
T S : . gey _ ey

de 32.

Apéndice

S I LR e BT R M

’

“URY M?:
ﬂ .

eTﬁiﬁﬁ

of . o _
T - R ezt —~@reat

L e e e LT e e e i i e ST 2 |
T . . . ! 18w } e M had ,nﬂ.urdwﬁi.&nn.l% =z L : ;
88y i — HY "6 ] B SV

. ! E . 2 I+

’ E : . L

B o_ ,° ] , il S P
4] , - : B : : L g-aey '

i gz oeY et sy oze .u\auM

. Ayt TR I

Figure 2.35. Espectrometria de mapsas de lmpacto de elétrons (IE)

e -de lonizagdo guimice positiva (ICP)



258

Aré&ndice

(51 me ZU
N 1 - ] P . | "
Py [=FAS i £62 [ XA
) ale L
— @R
; — R esl
2Rl Sﬁu g 24
* L] b . m.ﬁ q» JMu l—bil L u- IN b w-tﬁ_mnit - d-q n.—Au d mn-
=] 4 24
_ P_ b I e e L e
ect i
£6 3
" - RS
— 3 83T '
R TTRTTE T e e T
303 3 i
i W..an
— L
® : ”-qcua..
w oo e et o 2
n«,ﬁ £3 £ = et =D NIT LIS .E.:. —.:_n:n:&: |
. . . ® [
P : A | :
‘ o e
- v b
. i tegroet M R

Figura 2. 38. Espectrometria de massas de lmpacto de elétrongs (IE)

e de lonizegBo gquimica positiva (ICP) de 33.




Apéndice 259
- " * t L ! L i i ;] l i 1 1. L A
Bt
! [1] 3
H pon
Q i o [ 8 !
! 0 a nt
Lad w0
L) - s } of
Tl & -t | &
g 3 . g -3
= : ar [
-+ n 1
o*—::. z z e 3
: o 3 a B
—r] __) ™ L O30 ]
_— L : LI R ,
s X ! . L o
] A . -
o e ::5..” «
s it 5
L] w o L |
; . : -+ - 1
. L o .
- 10 - -
- - — e ) 0
-
. . —— N—T @
od
! —_— o 4
s = ¥
) o 1o -
N A — W -t
o) et &—
* -t ) b
. ] : £
B | &
n 3 N—
! A=
3 o o
--N L
w 3 v -
- ez -
5 Lo ¥ I s
i ——ry i)
e 1 @ 1o
e [ vivenis § o~ L
L o "
LT 1
e bl r
w1 I1
!‘ : -1 [CHR 8 8
E‘f‘- L
k) o -
—_ e
- e I
. L] =t N [
- © - g
I N s —
[ Nppypermas o —
. - —k
n -
R 1
R o =) ®
m S St
- 0 3 o b~ {4
. [ N
I ! L
H 3 b
o 3 ——
- . v ¥ —F o -—i-
. ' 13 ’ ¥ ¥ 1 ¥ r ] ¥ i T EH
] i)
g : ¥ g g *3
(] &) E ] =
vt -

Figurs 2.37. Espsctrometrlia de messas de lmpacto de elétrons (IE)
e de ionizaclo quimica positiva (ICP) de 31.




Apéndice ' ' 260

L}
; - [ 2 L 1 L i 3 i 1 1 1 Kl I k i i L t : 1
¢ 3 1 [ -
N )
-
i ('3’ g
- i !
fup ] n ot ©
o Qi B L
“ |l
& - .
b= L. _
= 1 |
m g b o
-t = i
[ O
©
ar
wl -4 N 1
» E‘ l'
' n b @
£
. 3 8
- .. 1 : . s s
- @ i & 1
X = ol ) - !
L L]
A : 3
ol
v o
- - )
. —— o
fﬁ, p |
- =8 ot
]
w
w+
']
L i -
S i
i : 1 L N
b o
- |
|~
{1} 4 L.
O -
] ‘ ’
H ] o
t f) 2
h L
" b
) o g4
o 943
- 1 o
-l- N_. G
[y XN
w} i
(] !
W0 - -1
i t——- i g
0] o ]
N ]
- i . o
| 1 i |0
- L
o, 1
' L= ]
i ] [] ¥ H l 1] 1 i 1 ‘ 3 H ¥ i L) 1 4 T
2]
: g X Vg : ¥
o]
g 3] E O 17} o
i L]

R

Figura 2.38. Esgpectromstris de méaaas de impacto de slétrone (IE)
e de lonizapdc quimica positivae (ICP) de 30.




rApéndice - cr o ‘ 261

: - - ' E { 1 1 1 1 ! 3 1 X R
. . . : I B : 3
. . ) i Y ;{m
. g . - "P
%) E !
! o] P g —
8 . .- —

I

Tk
498

i 1 E] [ S——
— e | o
4 e . - [re—
- > “ - .
S . 1 N s 7
ke s
. g o - ¢
BN 3 o
i 1y 0 - .
4 =
¥ -t
. "t 0 ot 3
3 . " . & X
7 - ’ Lo ]
: '.__TE | -
v B 4 f
< e
m -
I ..g e

192

- . -
: : L
i . ! __a
. -
<k [ &
i . b - LD

- '— -
: gy ! .
1 . . n q
; i ¥
? ' g .
T v ¥ Y T ¥ T - [ T T 1 L S T T T Y
e - ] : :
i ] i 9 g 3
: 8 B =
e e me e e et e+ mae o s 2 e e . -
e e y v

Figura 2.39. Egpectrometria de maesss de impacto de elétrones (IE)
e de lonlzagdo cuimlcea positiva (ICP) de 38.




L

Apéndice

262

151

23

i

[
170
33

“ime

12

l?)

liH

ki

10

109, 0 =

r

i

|

v
11

r

l!t

3

i

L

buic

34
|
i

108.8 =

0.8 —

Figura 2.40. Espectrometrisa de maesas de impacto de eldétrons (IE)
e de lonlzscdo guimica positiva (ICP) de 83. .

149

120

i.
100




Apéndice ' 263

OH
279
|

QH

—r—r
—3Q

o
s
28, N* 279

L}

‘2te

13

1:?5

23
fi

|

£9

03,3 -
52,2 -~
M2

Figura 2.41. Espectrometria de massas de impacto de elétrons (IE)
‘8 de ilonizacBo guimics positiva (ICP) de Z8. .

A==




264

Apéndice

! ) i : 1
. n -3
0
i
- -4
o - "}
< ] .
b - o
S p- &
: - ~ ‘:_" -t
7 :. - ’
R H
Lo )
: T— ;
* , f=
5 o
i : ot . .
| = - : - 1
L . o o
. . o 43
. . -t =
n >
L fond DN - . N1
) L . §
: . - 1
H _ ~ . w‘__—-
Por : ) 1 -
P ot e
2 ‘: .‘—S‘l
: o . ) s |
E “t . i
B g " [
» ) - a ]
- ) 4 3
. gq,..
3
- o
N -+
] @
[ 3 pogps 0
‘- g -3 - : g
£ - g R 1 ' i
- !J -
o~ !
N E_-
: L3 Q - |
N ¢ - LT3 —
: -3
v ! w
3
_§ i
e -
- o —
¥y - 3
"“——
L% W+
. nt
f SN
. S
I ¥ v t ¥ - I T T T 1 T T T L
] ° . .
o]
i o e } & ¥ é
v

Figura 2.42. Espectrometris de mossas de impacto de elétrons (IE)

e de ionizacio guimica positiva (ICP) de 1.



Apé&ndice oot 285

39
T
140

-
[~

1

Boreente
(——

OH

22

129
iz2a

1

i
198

L

195

ARLMARSS VARRAN

b= ]
¥

853
ll

i

=15

sa.

-y

53

=14

LB el M MR A ¥

——
e 3
T

e
MsZ

Figura 2.43. Espectrometria de massas de Impacto de elétrone (IE)
e de ionizsacdo quimicae positiva (ICP) de 2.

.




Apéndice. ' : 266

H
3.

iz

T T YTy

sx_sgg,'
108’

el Leogrriind

 ua
af

}

1

8

[N

68

55
. |'

120.¢ -
T2, 8 ~
by Ve d

Figurs 2.44. Espectrometris de maspsas de impacto de elétrons {IE)
e de ionizacBo guimilca posltive (ICP) de 3.



-Apéndice : ' , e ‘ C 287

Y
© 180

193

2

29. M* 165

Rt i
e S,
140

b

. 124
118
| A T
120

i

3
1e0 -

}

82
G B S SN

Led

-?9
[=3=3
S.t{:!i L

1!!.

o5

100 —
5. 8~
jy P

Figura 2.45. Espectrometrlas de massas de impacto de elétrons (IE)
a de lonlzaclo gulimice positiva (ICP) de 2B.




-Apé&ndice ) : - 68

e Loty GEC
O ¢y o
. : i
7 T
—~ : 5
——==m o 1Rl 0*&eL g
-
L]
L&)
L2 . H
g o |
)
(45 ]
i
Jol
s
o (8]
P |
&
"
2
I
St
Lg. e
8 —
o >~ ’
. i -
™
< at
—§ fa.z
o
g Py
Y
(=]
. ¥ T T 7 a
3, a7
o -
1) L 7]




' S | 269
Apé&ndice - - -

Figura 2.48. RMN13C de 13a em CbCl=z & 100,6 MHz.
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Figura 2.48a. RMN13C (DEPT) de 13a em CDCla a 100,65 MHz.
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Figura 2.48. RMNIH de 13a em CDClz a 400 MHz.
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Figura 2.53. RMN23C de 13b em CDCls a 100,6 MH=z.
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Figura 2.53a. RMN12C (DEPT) de 13b em CDCls a 100,86 MHz .
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Figura 2.54. RMN1H de 13b em CDCls a 400 MHz.
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Figura 2Z.58a. RMN*2C (DEPT) de 6d em CDCls a 100,6 MHz.
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Figura 2.59. RMNiH de 64 em CDClaz & 400 MHz.
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Figura 2.60. COSY (1H-1H) de 6d em CDCls a 400 MHz.
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Figura 2.63a. RMN13C (DEPT) de 6e em CDCl= a 100,86 MH=z.
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Figura 2.684. RMN1H de Be em CDCla a 400 MH=z.
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Figura 2.67. HETCOR (2H-13C) de 6e em CDCls a 100,6 MHz.
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Figura 2.70. RMN*H de 13c em CDCls a 300 MHz.
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Figura 2.85. COS8Y (*H-1H) de 40a em CDCls a 300 MH=z.
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Figura 2.98. HETCOR (1H-13C) de 40a em CDCls.
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Tabela 1. VariaglBo qualitativa de PAs em partes da planta.

Analise por CG-EM (Programa de temperatura 150-300°C, 6°C/min).

F

| Prestonia acutifolia - Mata da Pedra

m/7z (abundancia
relativa, %)

Alcaléide IRK M ' Raizes Folhas

15 1967 285 3z D
13 1975 283 <1 KD
éster de 4 1983 2857 1 ND
&ster de & 1877 ? <1 ND
15 2003 285 <i ND
16 2025 299 18 ND
16 2036 299 <1 ND
17 2045 297 2 ND

18 2080 327 2 ND
éater de 3 2075 ?. <1 | ND
éater de 3 2140 ? ’ <1 ND
6 2131 . 209 ND - Vi
6 2145 299 ND 45
6 2152 299 <1 14
23 2155 V ? <l ND
6 2172 299 1 20
19 . 2178 355 2 ND
éster de 3 2194 ? : <1 " ND
éater de 4 2218 ? <1 - KD
20 2262 369 4 ND
20 2268 369 4 ND
21 2322 367 21 ND
22 2358 381 2 ND
22 2365 381 - 1 ND
éstor de & 2390 ? <1 ND
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n/z {abundéncia
relativa, %)

Alcaléide I