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RESUMO

A maioria dos anfibios utilizam compostos quimicos contra predadores e parasitas. Em algumas
espécies, estes compostos sdo sintetizados por glandulas especializadas, no entanto, alguns
anuros sdo conhecidos por sequestrar compostos defensivos de suas presas. Ha varias
evidéncias de sequestro defensivo em sapos dendrobatideos, no entanto estudos com sapos
bufonideos ainda sao escassos. Rhinella ornata (Bufonidae) € um sapo comum no Sudeste do
Brasil, que estd ameacgado pela fragmentacao florestal. De acordo com os resultados anteriores,
estd espécie alimenta-se exclusivamente por formigas da espécie Pachycondyla striata
(Ponerinae). O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre a composicao de veneno de R.
ornata e sua dieta sob condi¢des de laboratorio. Os sapos foram capturados a partir de
fragmentos florestais localizados em Alfenas-MG e transferidos para o laboratério onde as
amostras de veneno foram extraidas por compreensao das glandulas paratéides. Em seguida, os
sapos foram mantidos em laboratério durante trés meses com uma dieta artificial consistindo
de moscas da fruta e minhocas. Durante este periodo, foram extraidas amostras de veneno apds
uma semana e depois mensalmente. A composi¢do quimica do veneno das formigas P. striata
também foi caracterizada. Todas as amostras foram purificadas e analisadas utilizando HPLC-
UV-MS. Os nossos resultados mostraram que a composi¢do quimica do veneno foi alterado
significadamente apds uma semana em cativeiro. Portanto, a especializagdo da dieta nesta
espécie esta intimamente relacionada com a composi¢@o do seu veneno. Além disso, os perfis
quimicos do veneno do sapo e da formiga mostrou substancias distintas, sugerindo que R.

ornata sequestra e biotransforma substancias de suas presas.

Palavras-Chave: Defesa quimica. Formigas. Sequestro defensivo. Bufonidae.



ABSTRACT

Most amphibians use chemical compounds against predators and pathogens. In some species,
these compounds are synthesized in specialized glands, however, some anurans are known to
sequester defensive compounds from their preys. There are several evidences of sequestering
by Dendrobatidae frogs; however, studies with Bufonidae are scarce. Rhinella ornata
(Bufonidae) is a common toad in Southeastern Brazil, which is threatened by forest
fragmentation. According to previous results, this species feeds exclusively on the stinging ant
Pachycondyla striata (Ponerinae). The objective of this study was to evaluate the relationship
between the composition of the venom of R. ornata and the diet under laboratory conditions.
Frogs were captured from forest fragments located in Alfenas-MG and transferred to the
laboratory where venom samples were extracted by compressing the paratoid glands.
Afterwards, the frogs were kept in the laboratory during three months with an artificial diet
consisting of fruit flies and earthworms. During this period, venom samples were extracted after
one week and then monthly. The chemical composition of the P striata ants was also
characterized. All the samples were purified and analyzed using a HPLC-UV-MS. Our results
showed that chemical composition of the venom was significantly altered after one-week in
captivity. Therefore, diet specialization in this species is intimately associated with its poison
composition. Furthermore, chemical profiles of the venom and the ant showed distinct

substances suggesting that R. ornata sequester and modified substances from their prey.

Keywords: Chemical defense. Ants. Defensive hijacking. Bufonidae.
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1 INTRODUCAO

As defesas quimicas em anfibios representam um conjunto de adaptagdes defensivas
que atuam na protegao contra predadores, parasitas e microrganismos (SAVITZKY et al., 2012).
Apesar de comuns, existe uma enorme complexidade envolvida quanto a origem evolutiva e
ecoldgica dessas adaptacdes (BERENBAUM et al., 1995). Geralmente esses compostos
quimicos de defesa sdo sintetizados no corpo do proprio organismo, porém alguns animais sao
capazes de sequestrar esses compostos a partir da dieta (DALY et al., 1994). Entre esses
compostos quimicos estdo alguns grupos de alcaloides lipofilicos que sdo sequestrados a partir
de artrépodes (DALY et al., 1994; DALY; SPANDE; GARRAFO, 2005).

Uma grande variedade de alcaloides lipofilicos ¢ observada em alguns grupos de
animais. Este ¢ o caso dos anfibios com mais de 850 alcaloides divididos em mais de 20 classes
estruturais. Esses alcaloides representam um grande arsenal de defesa distribuido em glandulas
presentes na sua pele, a grande maioria deles € proveniente da dieta de formigas e ainda ndo foi
encontrada em outros lugares da natureza (DALY; SPANDE; GARRAFO, 2005; SAPORITO
etal., 2012).

Nos anfibios anuros (Anura), cinco familias possuem defesas quimicas provindas da
dieta: Dendrobatidae, Bufonidae, Mantellidae, Myobatrachidae ¢ Eleutherodactylidae
(SAPORITO et al., 2012). Geralmente esses anuros apresentam coloracdes aposematicas que
servem como um alerta visual para seus predadores (DARST, 2006). Experimentos sobre
alimenta¢do em algumas familias, principalmente nos dendrobatideos, demonstraram que
varias espécies adquirem suas defesas quimicas sequestrando esses compostos e/ou seus
precursores dos artropodes que consomem (SAPORITO et al., 2012). Porém, dois aspectos
ainda ndo foram totalmente compreendidos sobre o sequestro defensivo: sua abrangéncia
filogenética e quanto tempo depois de deixar a dieta natural, os individuos mantém a
composi¢do original do veneno (DARST et al., 2005).

O grupo-irmao dos Dendrobatidae, a familia Bufonidae, também apresenta
caracteristicas interessantes sobre sequestro defensivo através da dieta (DALY; SPANDE;
GARRAFO, 2005). Esse grupo pode ser usado como um modelo alternativo aos Dendrobatidae
por ser filogeneticamente muito proximo, extremamente abundante e mais comum no Centro-
sudeste do Brasil enquanto os dendrobatideos dominam na regido Centro-norte do pais. Essas
duas familias dividem um ancestral comum exclusivo, provavelmente muito semelhante ao

fossil chamado Agastorophrynia (FROST et al., 2006). A maioria dos bufonideos apresenta na
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composicao de seu veneno certos compostos organicos toxicos representados principalmente
por peptideos com agdo citotdxica e citolitica, assim como também alcaloides, aminas
biogénicas e esteroides bufadienolideos (SEBBEN et al., 1993; SCHWARTZ et al., 2005).

Um bufonideo muito comum na regido Sudeste do Brasil ¢ o sapo—cururuzinho, Rhinella
ornata, uma das espécies do antigo grupo Bufo crucifer (BALDISSERRA et al., 2004). Para
alguns autores essa espécie geralmente associada a ambientes florestais costuma ser
extremamente abundante nas comunidades e, com habito exigente, pode ser considerada uma
potencial bioindicadora de qualidade ambiental (DIXO; VERDADE, 2006). Outros autores,
contudo, defendem que essa espécie apresenta habito generalista e grande capacidade de
dispersdao, o que lhe permite ocupar ambientes alterados pelo homem (BERTOLUCI et al.,
2009; RIBEIRO-JUNIOR; BERTOLUCI, 2009). Além dessa controvérsia, ¢ mesmo sendo
muito comum nos ambientes em que habita, a origem de seus compostos defensivos ainda ndo
foi estudada.

De acordo com estudos ainda nao publicados de Pereira (2013), R. ornata alimenta-se
quase que exclusivamente de formigas Pachycondyla striata (subfamilia Ponerinae). Essas
formigas sdo relativamente grandes, com colonias ndo muito numerosas e possuem um ferrao
com potente veneno, que as tornam excelentes predadoras (SANTANA, 2008). Essas
informagdes indicam que R. ornata caga essa formiga ativa e especificamente.

A proposta basica deste estudo ¢ testar a hipdtese que envolve a relagdo formiscivoria-
sequestro defensivo, ou seja, ¢ através da dieta a base de formigas que R. ornata consegue
elaborar seu veneno? A expectativa aponta para uma resposta positiva. Sugere-se também, que
a composi¢ao do veneno deste anuro deve variar na auséncia de P. striata da dieta.

Os resultados obtidos contribuem para ampliar o entendimento sobre como os anfibios
obtém compostos quimicos para a elaboracdo de suas toxinas e assim compreender uma
possivel relagdo entre tipo de dieta e uma especificidade fisioldgica. Além disso, esse estudo ¢
pioneiro no que se refere a composi¢ao quimica do veneno de ambas as espécies (R. ornata €
P striata). A identificacdo de tais substancias representa um grande avango cientifico em uma

area que fica justamente na interface entre duas grandes ciéncias: ecologia quimica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica estd organizada em topicos de acordo com o assunto

proposto no titulo da dissertacdo para o melhor entendimento da referida pesquisa cientifica.
2.1 Os anfibios e as funcdes de seu tegumento

Dentre os grupos de vertebrados vivos atualmente, os anfibios foram os primeiros a
conquistar o ambiente terrestre ha cerca de 390 milhdes de anos. Essa conquista, porém, nao
foi completa, ja que muitos dependem da agua para reproducdo. Seus ovos gelatinosos nao-
amniodticos sdo sensiveis a dessecagao (POUGH; JANIS; HEISER, 2008; RETALLAK, 2011).
Atualmente esses anfibios pertencem a subclasse Lissamphibia, constituida por trés ordens:
Anura, representada pelos sapos, rds e pererecas, Urodela representada pelas salamandras e
tritdes, e Gymnophiona, que sdo as cobras-cegas ou cecilias (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

O Brasil possui a maior biodiversidade de anfibios do mundo com 1026 espécies
descritas, sendo a ordem Anura a mais representativa e diversificada, apresentando 988 espécies
(SEGALLA etal., 2014). Atualmente, o nimero de anfibios no mundo todo vem sendo reduzido
em decorréncia de diferentes impactos provocados pela agdo antropica, como o aquecimento
global, fragmentagdo de habitats, rarefacdo da camada de ozonio, etc. (HAYES et al., 2010;
LEMES; MELO; LOYOLA, 2014). Desses impactos, as mudangas climaticas compreendem
uma das maiores ameagas a biodiversidade de anfibios, principalmente entre aquelas espécies
que vivem na Mata Atlantica e que representam cerca de 18% de todas as espécies desses
animais na América do Sul (LEMES; MELO; LOYOLA, 2014).

Segundo estimativa de Lemes, Melo e Loyola (2014), os locais climaticamente
adequados para a sobrevivéncia desses anfibios na Mata Atlantica deverao diminuir até o ano
de 2050 e, como resultado, cerca de 12% das espécies deste grupo deverdo entrar em extingao.
Essa susceptibilidade associada a outras caracteristicas biologicas do grupo, tais como:
ectotermia, ciclo de vida bifasico, dependéncia da 4agua para reprodugdo, padrdo de
desenvolvimento embrionario, pele permeavel, baixa capacidade de dispersao e alta filopatria
tornam os anfibios fortes candidatos a bioindicadores da qualidade ambiental (extremos de
temperatura, poluigdo, escassez e falta de oxigenagao da dgua) (VITT et al., 1990; ANDREANI
etal., 2003; HASLAM et al., 2014).

Muitas dessas caracteristicas sdo exercidas pela pele dos anfibios e sdo vitais para a sua
sobrevivéncia, entre as quais se destaca a respiragdo, o transporte de solutos, a regulagao da

temperatura corpdrea e a defesa contra patogenos e predadores (LEITE et al., 2005; POUGH;
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JANIS; HEISER, 2008). O interesse pela pele desses animais tem aumentado em vdrias areas
do conhecimento, como neurociéncia, embriologia, ecologia, genética e evolugdo por diversas
razoes: regeneracao de tecidos, transporte de ions, crescimento e diferenciacao de suas células
epiteliais, evolucdo de sua fisiologia e como modelo de tubulo renal em vertebrados
(LILLYWHITE, 2006; YOSHIDA et al., 2013; HASLAM et al., 2014). Além disso, a pele pode
ser utilizada também em pesquisas sobre sua composi¢do quimica, pois poucos estudos tem
explorado e determinado a atividade farmacoldgica de muitos compostos de sua secregao
cutanea (SCHWARTZ et al., 2005). Mas como essa adaptacao surgiu na pele dos anfibios?

A superficie externa do corpo dos anfibios deve ser mantida em constante umidade por
meio de glandulas mucosas, estado favoravel para a realizacao da difusdo de gases respiratorios,
condicdo para a respiracao cutdnea (SEBBEN; SHWARTZ; CRUZ, 1993). A permeabilidade
da pele associada a altas temperaturas e taxas de umidade caracteristicas dos ambientes em que
vivem tornariam os anfibios alvo facil de virus, bactérias e fungos através de seu tegumento. A
defesa que foi selecionada contra esses patogenos foram glandulas granulosas (ou serosas) em
sua pele, também conhecidas como glandulas de veneno, responsaveis pela sintese e
armazenamento de uma diversidade de compostos quimicos com fungdes antibioticas
(SCHWARTZ et al., 2005; HONORATO, 2009; FONTANA, 2012).

Essas glandulas podem ser encontradas agrupadas em estruturas conhecidas como
verrugas ou estruturas multiglanulares chamadas de paratéides (JARED et al., 2009). A
presenca dessas glandulas de veneno ¢ compartilhada por todos os anfibios atuais (POUGH;
JANIS; HEISER, 2008). As secrecdes cutaneas sintetizadas nessas glandulas de veneno vem
sendo uma opc¢ao aos antibidticos atualmente comercializados quando isolados de suas
secrecoes devido a resisténcia que varias geragoes de bactérias t€ém demonstrando aos

antibioticos atualmente comercializados (HONORATO, 2009; FONTANA, 2012).

2.2 A composicio do veneno em anfibios

Desde a antiguidade, os sapos eram conhecidos como animais muito venenosos. Na
Asia, durante muitos anos, utilizou-se a toxina de sapos do género Bufo em preparados para
tratamentos de diversas doengas como sinusite, inflamagdes locais e at¢ mesmo como drogas
cardiotonicas. Este foi, possivelmente, o primeiro uso de toxinas de origem animal na

farmacoterapia (SEBBEN et al., 1993; TOLEDO; JARED, 1995). Ha determinados tipos de
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compostos presentes na pele de rds, por exemplo, que também sdo encontrados em seres
humanos (HASLAM et al., 2014).

As secrecOes encontradas na pele de sapos apresentam em sua constituicdo uma
complexa mistura de peptideos bioativos protegendo os mesmos de seus patdgenos e
predadores. Além disso, esses mesmos peptideos conseguem inibir outros tipos de patdégenos
como a infec¢do pelo virus do HIV (BRADBURY, 2005). Experiéncias in vitro demonstraram
que os peptideos presentes na pele de determinados sapos conseguem eliminar o virus do HIV
quando ainda se encontra dentro das células T dendriticas, impedindo que se espalhe com maior
facilidade pelo sistema imunoldgico. Essa acdo pode ser de grande importancia para o
desenvolvimento de métodos de prevengdo da doenca (VANCOMPERNOLLE, 2005;
BRADBURY, 2005). Além de exercerem o papel antiviral, certos peptideos oferecem vantagens
unicas também na a¢ao antitumoral ou anti-inflamatéria (HASLAM et al., 2005; RAGHAVAN
et al., 2010).

Raghavan et al. (2010) demonstraram que a pele das ras Hoplobatrachus sp. possuia
certos componentes lipidicos que exercem um importante papel no processo de cicatrizacao de
feridas, acelerando a cura devido as suas caracteristicas antiinflamatorias. Segundo esses
autores, alguns compostos quimicos presentes na pele dessas rds auxiliam também na
capacidade de prolifera¢ao e desenvolvimento de células da derme e epiderme.

Essas secrecdes cutaneas encontradas na pele dos anfibios podem também variar entre
espécies de forma qualitativa ou quantitativa, e sdo utilizadas na defesa contra predadores e
parasitas (JARED et al., 2009; FONTANA, 2012). Os anfibios detém vérias adaptagdes
morfologicas, comportamentais e fisiologicas contra seus predadores (TOLEDO, 2005). Essas
adaptag¢des podem variar desde coloragdes fortes servindo como alerta, um tegumento que se
confunde com o habitat em que o animal vive (camuflagem), até a capacidade de inflar seus
pulmdes, aumentando assim o tamanho do seu corpo e expondo ainda mais suas glandulas
paratoides (TOLEDO, 2011; FONTANA, 2012). Para que ocorra um possivel envenenamento
do predador, essas glandulas devem sofrer uma compressao mecanica externa pelo predador ao
abocanhar a presa. Como consequéncia, 0 veneno entra em contato com a mucosa oral do
predador, caracterizando assim um envenenamento passivo, ou seja, ndo sdo os anfibios que
decidem expelir voluntariamente o veneno de suas glandulas (FONTANA, 2012).

Uma excecdo a esta regra foi constatada recentemente por pesquisadores do Instituto
Butantd em uma espécie de bufonideo Amazonico, Rhaebo guttatus. Essa espécie ao se sentir

ameacada ativa um mecanismo que esguicha seu veneno voluntariamente através de
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movimentagdes de seu corpo causando a compressdo de suas glandulas paratdides,
comportamento totalmente diferente dos outros bufonideos. Apesar de ser uma espécie descrita
ha cerca de 200 anos, tal comportamento de defesa permaneceu desapercebido até o0 momento
(JARED et al., 2011).

A composi¢ao do veneno dos anfibios ¢ um verdadeiro coquetel de substancias que varia
bastante, mas em geral esses venenos costumam ser constituidos por aminas biogénicas,
esteroides, peptideos e alcaloides, cuja consequéncia farmacologica pode variar desde efeitos
cardiotoxicos, neurotdxicos e até mesmo anestésicos, servindo como mecanismo de defesa.
Geralmente algumas dessas substancias apresentam efeito citotdxico, que inibe a respiragao
celular, provocando hemolise e lesdes neuronais em seus predadores (TOLEDO; JARED,
1995).

Conforme Dmitrieva et al. (2000), os esteroides ou bufadienolideos sdo sintetizados a
partir do colesterol e encontrados na maioria dos anuros da familia Bufonidae como em Rhinella
jimi e Rhinella schneideri (SCIANI et al., 2013). Eles compostos dividem-se em bufogeninas e
bufotoxinas, ambos possuindo um papel cardiotoxico e cardioacelerador, que elevam os
batimentos cardiacos e a pressdo arterial de seus predadores (FLIER et al., 1980; TOLEDO;
JARED, 1995). As bufogeninas possuem também a capacidade de bloqueio de enzimas Na+ -
K+ - ATPases, servindo provavelmente como método de defesa para algumas espécies dos
género Bufo e Atelopus (FLIER et al., 1980).

Os bufadienolideos quando isolados podem apresentar acdo antitumoral. Isso foi
observado com utilizagdo da tradicional droga chinesa Ch’na Su, produzida a partir de secre¢des
da pele de Bufo gargarizans e Bufo melanostrictus NOGAWA et al., 2001). Além disso, possuem
também uma grande capacidade de agdo contra a leucemia promielocitica aguda HL—60
humana, aumentando a importancia da caracterizacdo dessas substancias na area cientifica
(CUNHA FILHO et al., 2010).

As aminas biogénicas sdo encontradas em quase todas as familias de anfibios e sdo
classificadas em quatro grupos: indolalquilaminas, imidas-zolalquilaminas, monohidroxi-
fenilalquilaminas e catecolaminas, sendo a maioria delas j& conhecida estruturalmente e tendo
seu papel farmacologico identificado (SCHWARTZ et al., 2005). A serotonina, por exemplo, €
uma amina encontrada tanto nos anfibios quanto em alguns vegetais, porém os anfibios
conseguem além de sintetizar, armazenar esses compostos em grandes quantidades em suas

peles (SEBBEN et al., 1993).
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Apresentando um anel heterociclico com nitrogénio, os alcaloides sdo encontrados em
grandes quantidades em sapos da familia Dendrobatidae variando entre populagdes de uma
mesma espécie de forma qualitativa e quantitativa (SAPORITO et al., 2012). A presenca dessas
substancias estd geralmente relacionada com a dieta e com estratégias de defesa para esses

animais (DALY et al., 1994).

2.3 Sequestro quimico defensivo

Em diversos grupos animais defesas quimicas sdo muito comuns, apesar de toda a
complexidade envolvida elas surgem como adaptagdes para escapar de predadores ou evitar
parasitas (SAVITZKY et al., 2012). Os anfibios anuros, porém, se destacam neste quesito
(BERENBAUM et al., 1995). Frequentemente na natureza os animais conseguem sintetizar
suas proprias defesas quimicas fisiologicamente, mas existem aqueles que por algum motivo
durante sua evolugdo conseguiram encontrar meios para se defender sequestrando essas defesas
de outras fontes, ou seja, através da dieta (TERMONIA et al., 2001).

O sequestro de compostos quimicos através da dieta engloba certos fatores complexos,
que exigem estudos mais detalhados para compreender sobre seu funcionamento, como a
captagdo, acumulagdo, transporte e também armazenamento dos mesmos, ja que sao
originalmente produzidos e alguns estdo presentes em outros organismos podendo ocorrer de
maneira seletiva e, em alguns casos, de maneira ativa, absorvendo, armazenando e acumulando
toxinas de outros organismos, ou passiva por sintese metabolica, através da expressao dos genes
(MEBS, 2001).

Esse tipo de sequestro defensivo vem sendo muito estudado entre os invertebrados,
porém existem poucos estudos documentados relacionados aos vertebrados. Recentemente,
casos que envolvem sequestro defensivo incluindo diversas linhagens de anfibios, répteis e aves
vem aumentando, mas entre os vertebrados, os anfibios sao o grupo mais estudado (SAVITZKY
etal., 2012). Na maioria desses estudos, o sequestro de toxinas defensivas tem sido descrito em
animais ectotérmicos, entretanto, pesquisas realizadas em trés espécies de aves endémicas da
regido da Nova Guiné, dos géneros Pitohui e Ifrita encontraram o alcaloide esteroidal
homobatracotoxina (DUMBACHER et al., 1992). Segundo os mesmos autores, concentragoes
deste alcaloide variam entre as trés espécies, sendo encontrado em quantidades mais elevadas

nas penas e na pele. Esse tipo de alcaloide foi também encontrado em espécies tropicais do
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género de anfibios anuros Phyllobates, o que indica que o sequestro dessa classe de alcaloides
evoluiu independentemente em aves e anfibios (DUMBACHER et al., 1992).

Algumas serpentes também possuem a capacidade de sequestrar toxinas dos anfibios. E
o caso da serpente asidtica Rhabdophis tigrinus, que possui glandulas no dorso de seu pescogo
contendo esteroides bufadienolideos, muito abundantes na pele de sapos, que sdo as principais
presas dessas serpentes (HUTCHINSON et al., 2012). Ja as cobras dessa mesma espécie da ilha
japonesa Kinkasan ndo apresentam esses compostos nas glandulas de sua nuca, indicando que
elas ndo sdo capazes de sintetizar esses bufadienolideos defensivos. Porém, ao serem
alimentadas por sapos em laboratorio, acumularam esses bufadienolideos em suas glandulas,
indicando que sequestram esses compostos defensivos de suas presas e que também sao capazes
de transferir esses compostos para seus filhotes (HUTCHINSON et al., 2012).

Segundo Darst et al. (2005), existem aspectos sobre o sequestro defensivo que ainda ndo
foram totalmente entendidos, como sua abrangéncia filogenética, ¢ em quanto tempo 0s
individuos mantém a composigdo original do veneno depois de deixar a dieta natural. Outro
aspecto curioso € a relacdo custo-beneficio dessa estratégia, pois sequestrar toxinas de outros
organismos para sua propria defesa ndo ¢ uma proposta simples e barata em relacdo a
biossintese enddgena, uma vez que o proprio animal deve ndo somente desenvolver um método
de desintoxicacdo, mas também confiar apenas na dieta para sua defesa (MEBS, 2011).

Entre as diversas familias de anfibios anuros, cinco sdao muito conhecidas por
apresentarem certas defesas quimicas derivadas de alcaloides provindos de fontes externas
como por exemplo os Dendrobatidae, Bufonidae, Mantellidae, Myobatrachidae e
Eleutherodactylidae (SAPORITO et al., 2012). A historia evolutiva dessas familias ainda ¢
discutida para se testar a hipdtese de que todas elas teriam evoluido de um unico ancestral
comum (SANTOS; GRANT, 2011; FROST et al.,, 2006). Dessas cinco familias, os
Dendrobatidae destacam-se por serem o modelo mais comum e intensamente estudado sobre
como defesas quimicas funcionam e como evoluiram (SAPORITO et al., 2012).

Segundo Frost (2015), a familia Dendrobatidae € composta por 8 géneros e 184 espécies
e sua pele possui perigosos alcaloides lipofilicos que, em sua maioria, sdo encontrados em
formigas e besouros que vivem na serapilheira, ambiente natural desses anuros (POUG; JANIS;
JONH, 2008). Foi sugerido e testado, que esses sapos extremamente nocivos e toxicos para seus
predadores adquirem essas substancias de suas presas, caracterizando o papel defensivo dessa
dieta (DALY et al., 1994; DALY et al., 2000; SAPORITO et al., 2003; POUGH; JANIS;

HEISER, 2008). Quanto mais diversificada for essa dieta, mais variados serdo os tipos de
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alcaloides existentes em seu tegumento (POUGH; JANIS; HEISER, 2008). Dessa forma,
entende-se que a dieta especifica e a adaptacdo desses animais para a aquisi¢ao de alcaloides
sdo caracteristicas inovadoras importantissimas para o desenvolvimento de sua defesa quimica,
mas podendo também ter possibilitado a diversificagdo de espécies dentro desta familia
(DARST et al., 2005). Algumas espécies desta familia, porém, ndo sequestram substancias e
também ndo possuem alcaloides, indicando que essa capacidade pode ter sido perdida

secundariamente (DARST et al., 2005; GRANT, 2007).

2.4 Hipotese da dieta-toxicidade

Estudos recentes tém previsto algumas possibilidades sobre a origem dessas dietas
especificas em anuros, principalmente a formiscivoria (SANTOS et al., 2003; DARST et al.,
2005; SANTOS; GRANT, 2011). Santos et al. (2003) pesquisaram 15 espécies de anfibios
venenosos para entender um pouco mais sobre o comportamento dos mesmos e fizeram uma
avaliagdo da pele desses animais, analisando também sua dieta. Uma das hipoteses
comprovadas no trabalho foi a associagdo da dieta dos anfibios ao seu sistema de defesa e
coloracdo, e que a especializagdo em se alimentar de formigas e at¢ mesmo de cupins pode ter
evoluido de forma independente.

Darst et al. (2005), através de pesquisas com dendrobatideos postularam e testaram a
chamada hipotese da dieta-toxicidade. Por meio de métodos comparativos utilizando dados
recentemente publicados sobre ecologia alimentar e defesa quimica de 15 espécies de cinco
géneros dessa familia descobriram evidéncias de que os alcaloides defensivos desses animais
surgiam de uma fonte exdgena e ndo endogena, e que a atividade diurna assim como a
especializacao da dieta composta por formigas e pequenos artropodes contendo alcaloides
estavam correlacionadas. Isso sugere tendéncias evolutivas no mecanismo de defesa desses
animais.

Mais tarde, complementando essa proposta, Santos e Grant (2011) estudaram o padrao
de atividade diaria de um bufonideo venenoso encontrado no Brasil, Melanophryniscus
cambaraensis, e testaram a hipétese de que suas defesas quimicas teriam surgido apds eles
passarem a migrar durante o dia, um desafio para quem correria o risco de ressecamento da pele
e ficar exposto a uma variedade de predadores mais adaptados a esse ambiente. Durante este
processo de adaptagéo, o contato com novas fontes de alimentos como formigas e pequenos

artropodes possibilitou o desenvolvimento do sequestro de alcaloides. Os autores sugeriram que
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essa atividade diurna poderia ser mais bem explicada pela filogenia do que por aspectos
seletivos. Em outras palavras, a atividade diurna é primitiva para o grupo e evoluiu de um
ancestral comum do chamado grupo Agastorophrynia, que inclui Bufonidae, Hylodidae,
Aromobatidae e Dendrobatidae. Posteriormente teriam sido adquiridas as defesas quimicas
observadas hoje em dia nos dendrobatideos e bufonideos, por exemplo (SANTOS; GRANT,
2011).

2.5 Bufonidae como modelo alternativo para testar a hipdtese da dieta-toxicidade em

anfibios

Os Dendrobatidae representam o modelo mais comum e estudado do ponto de vista do
sequestro quimico (SAPORITO et al., 2012). Apesar de muito estudada, esta familia ¢
relativamente restrita tanto na riqueza de espécies (184) quanto na amplitude da area de
ocorréncia (FROST, 2015). A maioria das espécies desta familia, ou pelo menos as consideradas
mais toxicas, sao pequenas (2-3 cm de comprimento rostro-cloacal) e tem distribuicao
predominantemente na América Central e norte da América do Sul, principalmente associada a
Floresta Amazonica (FROST, 2015). O tamanho reduzido exige mais individuos coletados para
obtencdo de quantidades suficientes de veneno para analise e a distribuicdo geografica
relativamente restrita pode dificultar um pouco a coleta de material, especialmente no campo
para estudos sobre composicao da dieta e disponibilidade de presas. Um outro grupo que pode
ser usado como modelo alternativo aos Dendrobatidae para testar a capacidade de sequestrar e
acumular substancias quimicas de suas presas ¢ a familia Bufonidae. Essa familia apresenta 580
espécies com distribuicdo mundial, com excecdo do Artico, Antartica, Madagascar, regides
oceanicas e Australia (FROST, 2015). Ainda assim foi introduzida artificialmente pelo homem
em varias dessas regides onde ndo ocorreria naturalmente (AMPHIBIAWEB, 2015; FROST,
2015).

Também conhecida como a familia dos sapos verdadeiros, os bufonideos se distinguem
das demais familias por possuirem uma grande glandula paratéide de cada lado da cabeca e
apresentarem, em sua maioria, tubérculos na pele e no dorso (FROST et al., 2006; HASLAM
et al., 2014). Sao terrestres e insetivoros, sendo as formigas a base principal de sua dieta
(RODRIGUEZ; DUELLMAN, 1994). Outra vantagem deste grupo ¢ que as espécies costumam
ser muito abundantes e apresentam grandes dimensdes corporais, facilitando a obtengdo de

material para estudos de composi¢do do veneno. Assim, poucos individuos secretam grandes
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quantidades de veneno, cuja extracdo também ¢ facilitada pelas grandes glandulas paratdides.
Além disso, existe ainda muita discussdo sobre as relagdes filogenéticas internas dos
bufonideos, assim como se eles sd3o ou nao o grupo-irmao dos dendrobatideos (PRAMUK,
2006; FROST, et al., 2006; CHAPARRO et al., 2007; SANTOS; GRANT, 2011).

O segundo maior género de Bufonidae ¢é Rhinella, com 89 espécies descritas
(AMPHIBIAWEB, 2015; FROST, 2015). Uma dessas espécies mais conhecidas ¢ o chamado
sapo-cururu amazonico (Rhinella marina), nativo da América Central e do Sul, cujos girinos e
adultos sao altamente toxicos para seus predadores (CROSSLAND et al., 2008). Essa espécie
foi introduzida na Australia em 1935, visando o controle de pragas que atingiam as plantagdes
de cana-de-agucar no pais (PHILIP; SHINE, 2004). Desde entdo, R. marina tornou-se uma das
mais terriveis espécies exoticas invasoras (IUNC, 2001), adaptando-se e espalhando-se
rapidamente em torno de 1,2 milhdes de km? em todo o territorio australiano (URBAN et al.,
2007). Por ser extremamente toxica para a maioria de seus predadores, R. marina tem
provocado o declinio de varias espécies endémicas da regido, como algumas espécies de
serpentes, por exemplo (PHILIP; SHINE, 2004).

A base da dieta de R. marina sdo formigas (ISAACS; HOYOS, 2010). Formiscivoria
predominante também foi observada em outros bufonideos na Amazonia (PARMELEE, 1999),
no Panama (TOFT, 1981) e em outros estudos (FILIPELLO; CRESPO, 1994; CAMPENY;
MONTORI, 1995; LAIMANOVICH, 1995; DALY et al., 2005; SANTANA; JUNCA, 2007).
Existem, portanto, fortes indicios para se acreditar que a familia Bufonidae inteira tenha
preferéncia por se alimentar de formigas e realize consequentemente sequestro defensivo. A
abrangéncia filogenética desta hipotese, contudo, ainda precisa ser testada (DARST et al.,
2005). Infelizmente a perda e fragmentacao do habitat desses animais implicam em grandes
indices de mortalidade dos mesmos, aumentando a densidade da fauna reduzindo assim a
disponibilidade de alimento o qual influencia a dispersao tornando-se mortal para espécies com
capacidade de dispersao restrita, principalmente quando a perda ou fragmentagdo ocorre por
longos periodos de tempo (SAUDERS et al., 1991; CUSHMAIN, 2006). A dependéncia de
anuros por fontes alimentares sujeitas as mudangas ambientais causadas pela destruicdo do
habitat pode ter grandes implicacdes na prote¢do desses anfibios contra predadores e patdogenos

em seus habitats naturais (MINA et al., 2015).
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2.6 As espécies-alvo do presente estudo

Outro bufonideo muito comum na regido Sudeste do Brasil é o sapo—cururuzinho
(Rhinella ornata) (BALDISSERRA et al., 2004) (FIGURA 1). De porte médio a grande, essa
espécie costuma ser extremamente abundante nas comunidades de anfibios (DIXO;
VERDADE, 2006; D’ANUNCIACAO et al, 2013). Os individuos mais jovens geralmente s3o
diurnos enquanto os adultos saem a noite (GUIX et al., 1989). Reproduz-se em locais com agua,
mas com correnteza baixa, mas utilizam também locais ndo naturais para colocar seus ovos,
que sdo fixados por um corddo gelatinoso na vegetacdo aquatica (POMBAL; GORDO, 2004).

Geralmente associada a ambientes florestais preservados, muitas vezes ¢ considerada
um taxon exigente e com potencial bioindicador (DIXO; VERDADE, 2006). J& outros estudos
defendem que essa espécie apresenta habito generalista e grande capacidade de dispersdo, o que
lhe permite ocupar também ambientes bastante alterados pelo homem (IUCN, 2008;
BERTOLUCI et al., 2009; RIBEIRO-JUNIOR, BERTOLUCI, 2009). Sob este ponto de vista,
assemelha-se a R. marina e seu forte poder de adaptagdo a novos ambientes, mas ainda nao foi

alvo de estudos sobre sequestro quimico defensivo.

“©M.Saeramento

Figura 1 — Fotografia de um exemplar de Rhinella ornata em seu ambiente natural.
Fonte: SACRAMENTO, M. (2012).

Um dos motivos para se acreditar que R. ornata também realize sequestro quimico
defensivo ¢ a sua dieta predominantemente formiscivora (PEREIRA, 2013). O mesmo foi

observado por Ferreira e Teixeira (2009) em suas pesquisas com R. crucifer, espécie proxima e
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do mesmo grupo (BALDISSERA et al., 2004). Em seu estudo, Pereira (2003) observou que R.
ornata alimenta-se principalmente de formigas e também de alguns besouros, sendo as formigas
na sua maioria da espécie P. striata (Fr. Smith, 1858) da subfamilia Ponerinae. Conforme
Grimaldi et al., (1997) e Peeters (1997), as formigas da subfamilia Ponerinae sdo consideradas
muito antigas se comparadas a outros grupos ja extintos, pois apresentam muitos tragos
caracteristicos de seus ancestrais, como as vespas, por isso representam um grupo de grande
interesse para estudos sobre biologia evolutiva (MONNIN; PEETERS, 1999).

De acordo com Rust e Andersen (1999), P. striata pertence a um dos mais antigos
géneros de formiga conhecido ainda existente. Possuem cerca de 270 espécies descritas e uma
extensa distribuicdo geografica, podendo ocorrer desde os EUA até o Brasil e Argentina
(KEMPF, 1961; BOLTON, 2013). P. striata ¢ encontrada na América do Sul desde o Brasil até
o Uruguai, Paraguai e Argentina (KEMPF, 1972). Também conhecida como formiga-de-ferrao,
possui individuos relativamente grandes e de corpo alongado, chegando a apresentar de13, 2 a
16,7 mm de comprimento (BOLTON, 2013) (FIGURA 2). E generalista, alimentando-se de
minhocas, larvas de artropodes, cupins e principalmente de carcagas de animais mortos
(GIANOTTIL, MACHADO, 1994). Suas colonias podem conter cerca 200 individuos. Sao
formigas extremamente agressivas dotadas de grandes mandibulas e de um potente ferrdo cuja
picada altamente dolorosa as tornam excelentes predadoras em seu habitat, podendo atacar até
mesmo individuos de sua espécie e de outras espécies de formigas (WILD, 2002; MACKAY;
MACKAY, 2006).

Figura 2- Imagem de um exemplar de Pachycondyla striata
Fonte: http://www.myrmecos.net/2013/05/15/pachycondyla-a-genus-that-wasnt/

A comunicac¢do quimica dessas formigas ¢ outra caracteristica marcante e complexa,

chegando a ser mais avancada que em outros grupos de formigas (MORGAN et al., 2003).
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Possuem determinadas glandulas abdominais em seu corpo, dentre elas, glandulas de veneno
contendo produtos volateis porém, informagdes sobre a origem e identificagdo desses
compostos ainda sao escassas (MORGAN et al., 2003). Essas substancias quimicas contidas
nas glandulas de veneno provavelmente sao utilizadas como mecanismo de defesa para essas
formigas, que ao se sentirem ameagadas, transformam essas substancias em um tipo de espuma
proteica liberada pelo gaster (RODRIGUES, 2009).

Esse tipo de comportamento também foi observado por Maschwitz; Jessen e Maschwitz
(1981) em duas outras espécies do mesmo género: Pachycondyla insularis ¢ Pachycondyla
tridentata, permitindo uma maior defesa da colonia contra predadores. Segundo esses autores,
essa espuma venenosa seria mais eficiente contra animais menores. Contra predadores maiores
o ferrdo continua a ser a arma mais apropriada.

J4& se sabe que as toxinas produzidas por essas formigas ndo acarretam na morte de todos
os seus predadores. Alguns, como os anfibios, além de ndo morrerem, incorporam essas toxinas
na pele como uma defesa quimica passiva (LAJMANOVICH, 1995; DALY et al., 2000; DALY
et al., 2005; SAPORITO et al., 2005). Atualmente sdo conhecidos e identificados na literatura
mais de 850 tipos de alcaloides biologicamente ativos na pele de anfibios anuros e toda essa
diversidade deve-se teoricamente a sua fonte alimentar, a maioria de formigas (SAPORITO et
al., 2012). Constituidos de um anel heterociclico e nitrogénio, os alcaloides sdo compostos com
distribuicao limitada na natureza, sendo encontrados em poucas espécies, podendo variar sua
concentragdo de forma quantitativa e qualitativa na secrecdo cutanea, mesmo entre populagdes
da mesma espécie (DALY et al., 1987; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2007). Em seus trabalhos
Daly e colaboradores (1994) explicam que a existéncia desses alcaloides estaria relacionada
com a dieta, pois observou que alguns anuros perderam sua toxicidade quando criados em
cativeiro. Também observaram que girinos gerados em cativeiro ndo apresentavam alcaloides
em sua pele (DALY et al., 1997).

Avaliar a composi¢ao do veneno de R. ornata em relagao a disponibilidade do alimento
em condi¢des laboratoriais e entender melhor se o sequestro defensivo funciona entre R. ornata
e P. striata € o objetivo basico desse estudo. Este € o primeiro passo para compreender como
esses anfibios conseguem suportar os efeitos da toxicidade de suas presas e assim ampliar o

teste da hipotese da dieta-toxicidade (SCHWARTZ et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

Buscamos no decorrer desse estudo cientifico atingir alguns objetivos gerais e especificos, os

quais foram extremamente importantes para o sucesso do mesmo, tais como:

3.1. Objetivo Geral

Testar a hipotese de que a composi¢ao quimica do veneno de R. ornata esta relacionada

a sua dieta a base de formigas P. striata (Ponerinae).
3.2. Objetivos Especificos
Foram determinados como objetivos especificos:

a) determinar a composi¢ao do veneno de R. ornata e das formigas P. striata das quais ela
se alimenta;

b) avaliar como a composigdo do veneno de R. ornata esta relacionada a dieta. Neste caso,
adultos dessa espécie sequestram esses compostos diretamente das formigas que
consomem sem modificd-los ou eles sdo alterados apds a ingestao?

€) no caso das formigas serem a base da composi¢do do veneno deste sapo, estimaremos
o tempo aproximado que o veneno deixa seu carater original depois de mudar a dieta

natural de formigas por outro tipo de alimento em cativeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizagao desse estudo cientifico foi necessario a realizagao de diferentes metodologias,

as quais seguem abaixo.
4.1 Coleta das amostras

Os individuos de R. ornata foram coletados por meio de 10 armadilhas de intercepcao
e queda tipo pitfall (CORN, 1994). Essas armadilhas ja se encontravam instaladas em dois
fragmentos remanescentes de Floresta Estacional Semidecidual no municipio de Alfenas
(21°25°3.72” S e 45°55° 53.41” O), contendo em cada um deles cinco estac¢Ges distantes 30 m
umas das outras e 50 m da borda dos fragmentos.

Este tipo de armadilha € constituida por 4 baldes plasticos de 30 litros, os quais sdo
enterrados no chdo até sua borda, possuindo um balde localizado no centro e 0s outros trés
radiais a este, formando um “Y” visto de cima. Os baldes radiais sdo conectados ao balde central
por cercas de lona plastica com 4 m de comprimento por 50 cm de altura, sustentadas por estacas
de madeira (FIGURA 3). Para que 0s anuros ndo passem por debaixo da lona, sua porgédo
inferior é enterrada no solo (CALLEFFO, 2002). As formigas foram coletadas nos mesmos
fragmentos por intermédio de 10 armadilhas tipo pitfall confeccionadas em recipientes plasticos
(garrafa pet) de 21 cm de comprimento e 9,5 cm de diametro, com abertura para o solo seguindo
a metodologia de AQUINO et al. (2006). Para que as formigas capturadas fossem conservadas
até a sua triagem, foi adicionada em cada armadilha uma solu¢do conservante composta de 200

ml dgua, 5 g de sal e 5 gotas de detergente (MURARI et al., 2009).

4m N
Lona plastica

Balde

Figura 3 — Desenho esquematico de uma armadilha tipo pitfall vista de cima.
Fonte: SILVA, 2013, p.33. (Houve alterago na ilustragdo tanto na posi¢do quanto no seu tamanho
para melhor visualizac?o).
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Foram coletados 12 individuos de R. ornata entre os meses de Abril ¢ Maio de 2013,
sob a Licenca IBAMA 10704-1. Os espécimes foram encaminhados a Colecdo Herpetoldgica
“Alfred Russel Wallace” (CHARW) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG),
pesados e medidos (comprimento rostro-cloacal) trés vezes por semana. Logo apos a chegada
ao laboratdrio, ainda sem receber dieta de cativeiro, a primeira amostra de veneno foi colhida
por compressdo das glandulas paratdides de acordo com a metodologia de Carvalho (2008)

(FIGURA 4).

Figura 4 — Fotografia de um exemplar de R. ornata, destacando a glandula
paratoide.
Fonte: http://www.ra-bugio.org.br/especies/167.jpg

Os espécimes foram entdo mantidos em terrarios de vidro (0,4 m de largura x 1 m de
comprimento x 0,6 de altura) com tampa telada para impedir fuga ou entrada de animais (DALY
et al., 2000). Sua dieta foi alterada basicamente para minhocas, larvas de mosca da laranja e
agua servidas livre e diariamente.

Amostras de veneno de R. ornata foram extraidas a partir da 1* semana e posteriormente
uma unica vez cada més durante 3 meses, conforme (TABELA 1). Foram coletadas um total de
54 amostras, as quais foram diluidas em 500 pL de metanol em vials selados e estocados a -
20°C até a andlise de sua composi¢do quimica, para determinar se os sapos sequestram
compostos defensivos do alimento natural.

As formigas coletadas foram triadas e identificadas no laboratério de Zoologia da
Unifal, totalizando 70 individuos, os quais tiveram seu corpo divido em partes com o auxilio
de pinga e lupa e armazenados em 500 pL de metanol em vials selados até a andlise de sua

composi¢ao quimica.


http://www.ra-bugio.org.br/especies/167.jpg
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4.2 Analise da composi¢cdo quimica dos venenos de R. ornata e P. Striata

A avaliagdo da composi¢ao quimica das amostras de veneno dos sapos e formigas foram
realizadas em UHPLC-UV-MS (Exactive; ThermoScientific® equipado com MS de tecnologia
Orbitrap). O método cromatografico utilizado foi: coluna cromatografica C18 (150 x 3 mm;
ACE®) com particulas de 3 pm de didmetro um fluxo de 0,4 ml/min de um gradiente
MeCN/agua; 0,1% acido formico na agua, 2%-55% de MeCN em 17 min, 55%-100% em 3
min, seguidos de 4 min de 100% de MeCN; a temperatura da coluna foi controlada em 45 °C.

O espectrometro foi operado utilizando os seguintes parametros: modo positivo e
negativo concomitante; faixa de varredura de 130-1.200 m/z; alta resolugdo: 70.000;
microvarredura: 1; lockmass (ion de m/z conhecida presente nas amostras, que permite a
corre¢do, em tempo real, de desvios de leitura de m/z; 83,0604 m/z do dimero de MeCN + H)
no modo positivo; maximo tempo de injecdo: 250 ms. Os parametros da fonte de ionizagdo por
ESI foram: taxa do fluxo de gas: 30; taxa do fluxo de gés auxiliar: 10; voltagem no spray: + ¢ -
3,6 kV; temperatura capilar: 300 °C; voltagem no capilar: +e - 30 V.

Antes da sequéncia de analises, uma calibragdo do aparelho foi realizada para cada
polaridade, utilizando contaminantes de baixa massa molecular e a solugdo Thermocalmix
(Sigma-Aldrich®). Os dados foram gravados usando o software Xcalibur 2.1.0 (Thermo Fisher
Scientific®).

Com o emprego do software MZmine 2.10 (MZmine Development Team) o0s
cromatogramas das diferentes amostras de veneno foram decovoluidos, tiveram 0s seus
is6topos eliminados, picos idénticos nos diferentes extratos alinhados e 0s espagos vazios
preenchidos.

Depois que os dados cromatograficos foram tratados, a desreplicacdo foi, entdo,
realizada para todas as amostras por comparagdo dos dados de massas exata com os de
substancias ja descritas na literatura para os géneros de Rhinella e Pachycondylla. Foi utilizado
o SciFinder Scholar® para a pesquisa das substancias descritas para esses géneros e construido
banco de dados contendo dados de massa monoisotopica. O software MZmine 2.10 é capaz de

utilizar bibliotecas de banco de dados de massa de alta resolucéo.
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4.3 Preparo das amostras para analise de composicdo quimica e analise qualitativa

As amostras armazenadas para analise de sua composi¢do quimica (item acima) foram
preparadas da seguinte forma: 50 uL de veneno armazenado em metanol de cada individuo do
seu grupo foram reunidos em um pool. Estes pools P1 a P5, tabela 1, foram entdo particionados
com 500 pL de hexano e filtrado em filtro de PTFE (Teflon) de didmetro de poro de 0,22 um.

Os pools representam respectivamente as 5 extracdes de veneno, sendo a primeira sob

dieta natural (campo) e as outras 4 sob dieta de cativeiro.

Tabela 1 — Amostras de veneno de Rhinella ornata foram reunidas em pools para analise de sua
composi¢do quimica por UHPLC-UV-MS.

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5
Data Individuos | Dieta do campo 1 semana 1 més 2 meses 3 meses
22/04/13 1 22/04 29/04 29/05 29/06 29/07
29/04/13 2 29/04 06/05 06/06 06/07 06/08
29/04/13 3 29/04 06/05 06/06 06/07 06/08
29/04/13 4 29/04 06/05 06/06 06/07 06/08
29/04/13 5 29/04 06/05 06/06 06/07 -
30/04/13 6 30/04 07/05 07/06 07/07 07/08
22/05/13 7 22/05 29/05 29/06 29/07 29/08
22/05/13 8 22/05 29/05 29/06 29/07 29/08
23/05/13 9 23/05 30/05 - - -
23/05/13 10 23/05 30/05 30/06 30/07 -
23/05/13 11 23/05 30/05 30/06 30/07 30/08
23/05/13 12 23/05 30/05 30/06 30/07 30/08
Pools Pl P2 P3 P4 P5

Fonte: FRANCA, 2015.

A analise qualitativa das substancias de R. ornata detectadas foi realizada comparando
a area de pico dos cromatogramas obtidos por UHPLC-UV-MS dos diferentes pools. Analises
de cada amostra individualmente foi adicionalmente realizada.

As analises da composi¢cdo quimica do pool de amostras de formigas da espécie de P,
striata (TABELA 2) foram realizadas para identificacdo das substancias existentes e posterior

comparagao com as substancias detectadas no veneno de R. ornata.



Tabela 2 — Amostras de Pachycondyla striata foram reunidas em pools para analise de sua composi¢do

quimica por UHPLC-UV-MS.

Pools Partes da formiga
Fl1 Aparelho de ferrdo e glandulas
F2 Gaster sem ferrdo e glandula
F3 Cabega e torax
F4

Gaster com ferrao

Fonte: FRANCA, 2015.

30



31

5 RESULTADOS

A composicao quimica do veneno de R. ornata alterou-se com a mudanca da dieta. A
intensidade e area dos picos diminui drasticamente ao longo do tempo de alimentagdo artificial
de R. ornata (FIGURA 5). No cromatograma do pool 1, que ¢ composto pelo conjunto dos
venenos dos 12 individuos de R. ornata em sua dieta natural (formigas da espécie P. striata),
detecta-se uma grande variedade de substancias. O veneno coletado em sapos alimentados por
apenas uma semana com a dieta artificial j& apresenta uma grande diminui¢do na intensidade e
area dos picos. Nos pools 4 e 5, que sao compostos pelos venenos de R. ornata sob dieta
artificial durante 2 e 3 meses, respectivamente, as mesmas substancias ja nao podiam mais ser
detectadas, sendo o cromatograma igual ao do controle negativo (FIGURA 5). O mesmo foi
observado quando foram analisadas as amostras de cada sapinho individualmente, confirmando

o que foi observado nas analises dos pools.
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Figura 5 - Cromatogramas das analises por UHPLC-UV-MS do veneno de R. ornata e do controle
(metanol sem amostra de veneno). De cima para baixo sdo demonstrados,
respectivamente, os cromatogramas dos pools de venenos coletados de sapos do campo
(dieta natural - Pool 1) e mantidos no laboratorio sob dieta artificial durante 1 semana
(Pool 2), 1 més (Pool 3), 2 meses (Pool 4) e 3 meses (Pool 5), em seguida o controle
(somente metanol sem amostra). Dados da esquerda sdo de detecgdo no modo positivo e
os da direita sdo de detec¢cdo no modo negativo.

Fonte: FRANCA, 2015.

Foi possivel observar uma grande quantidade de metabdlitos nos cromatogramas
obtidos a partir das analises do veneno em poo/ 1 (dieta natural) tanto no modo positivo quanto
negativo (FIGURA 6). Contrapondo ao observado com o pool 1, as anélises dos venenos dos
sapos obtidas na primeira semana - pool 2 (dieta de cativeiro) mostram um evidente decaimento
dos metabolitos tanto em modo positivo quanto negativo das analises cromatograficas UHPLC-

UV-MS (FIGURA 7).
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Figura 6 - a) Cromatograma individuais das andlises por UHPLC-UV-MS do veneno de
R.ornata avaliados em poll 1 (dieta do campo, detec¢ao no modo positivo);
b) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do veneno de R.ornata
avaliados em poll I (dieta do campo, detecgdo no modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.
A
TG
100000000
B
75000000 ZTIC{-}
muﬂo;
25000 000 —
0,0 Z,‘5 5,‘0 ?,Iﬁ 16,0 12‘,5 15‘,0 17‘,5 ZDI,D 2‘,5 25‘,0 rl’iln

Figura 7 - a) Cromatograma individuais das analises por UHPLC-UV-MS do veneno de R.ornata
avaliados em poll 2 (dieta de cativeiro, detecgdo no modo positivo);
b) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do veneno de R.ornata avaliados
em poll 2 (dieta de cativeiro, detec¢do modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.

Nos demais pools (3, 4 € 5) ndo houve deteccao consideravel de substancias, como pode
ser observado na Figura 5.

Os resultados das analises das amostras de formigas P. striata evidenciaram uma
quantidade consideravel de substancias nas amostras contendo aparelho de ferrdo e glandulas

das formigas (F1) (FIGURA 8, TABELA 2).
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Figura 8 - a) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do poo! (F1) contendo ferrdes e
glandulas de P. striata (modo positivo);
b) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do pool (F1) de ferrdes e glandulas
P striata (modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.

Se comparados o cromatograma de F1, as analises realizadas a partir do pool de gasteres
sem ferrdo e glandula (F2), cabegas e torax (F3) e gasteres com ferrdo (F4), ¢ nitida a auséncia
de substancias nestes (FIGURAS 9, 10 e 11). Foram observados também ruidos comuns aos da

fase movel.
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Figura 9 - a) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do pool de amostras de gasteres
sem ferrdo (F2) de P, striata (modo positivo);
b) Cromatograma das andlises por UHPLC-UV-MS do pool de amostras do gésteres
sem ferrdo (F2) P, striata (modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.



300000000 7 1'CC)
200000000
100000000

Faie

T T T T T T T T T T T T T
00 25 50 75 10,0 125 150 17.5 20,0 25 250 275 300 325 min

Figura 10 - a) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do poo/ amostras de cabecas e
torax (F3) de P. striata (modo positivo);
b) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do pool de amostras de cabecas
e torax (F3) de P, striata (modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.
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Figura 11- a) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do poo! de amostras do gasteres
e ferrdes (F4) de P. striata (modo positivo);
b) Cromatograma das analises por UHPLC-UV-MS do pool de amostras do gasteres
e ferrdes (F4) de P. striata (modo negativo).
Fonte: FRANCA, 2015.
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A anadlise dos dados de pool 1, pool 2 e F1 devidamente tratados (deconvolugdo,

eliminagdo de is6topos e alinhamento) permitiu observar novamente que os sapos alimentados

artificialmente deixam ou diminuem quantitativamente a produg¢ao dos metabolitos que compoe

seu veneno, a area dos picos das substancias diminui nitidamente (TABELA 3). Além disso,

ficou evidente que ha substiancias em comuns tanto no veneno dos sapos avaliados (pool 1 e

pool 2) como no veneno da formiga (F1).

As andlises por UHPLC-UV-MS levou a detecgdo de 52 substancias ja descritas na

literatura, entre elas 26 de R. ornata, 16 de P. striata e 10 substancias em comum entre as duas

espécies (TABELA 3). As substancias foram identificadas com auxilio do banco de dados

construido a partir da literatura para P, striata e Rhinella triadas pelo Scifinder®.
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Tabela 3 — Dados da analise por UHPLC-UV-MS do pool 1 e pool 2 de R. ornata ¢ F1 de P. striata devidamente tratados e alinhados pelo software MZmine. Identificacdo das

substancias com base na comparagdo de suas massas exatas com as do banco de dados construidos com dados da literatura. Linhas em laranja (substancias detectadas
para ambas as espécies R. ornata e P. striata), linhas em verde (substancias detectadas apenas no veneno de R. ornata), linhas em vermelho (substancias detectadas
apenas no veneno de P. striata).

(Continua)
Identificacdo na IdentlﬁcAa cao p2* F1**
. L Tempo de da substancia : . . ~ P1* 0 0
planilha original m/z ~ Ion detectado Férmula molecular Identificacao ; . Area do Area do
; retencao no banco de Area do pico . .
do MZmine 4 pico pico
dados
N 2,6,10,14-Hex Decatetraeno-1-ol,
54 308.2947 24.49 PS60 [M+NH4] C20H340 3.7.11,15-tetrametil-, (2E.6E,10E) - 4.17E+09 1.33E+09 0
82 205.1332 4.92 ROI1 [M+H]* Ci12H16N2O Bufotenina 5.54E+09 2.22E+09 0
102 191.1179 4.70 RO22 [M+H]* C1HuN,O [H-Indol-5-ol, 3- [?' (metilamino)etil] 3 ;5509 | 16E+09 0
138 233.1284 6.99 RO32 [M+H]* Ci3H16N20; Acctamida, Ijn d[slf smetoxi-TIH-— g 40E+08 0 0
268 306.2427 20.47 RO46 [M+NH4] * C1oHa502 A“dm“""enfl;obrf’ 17-hidroxi-, 341E+08  9.91E+07 0
326 148.0605 1.84 RO17 [M+H]* CsHoNO4 Acido D-Aspartico, N-metil- 1.59E+08 2.72E+07 0
345 174.1851 12.62 PS82 [M+NH4]* CioH200 2-Nonanona, 3-metil- 2.03E+08 6.65E+07 0
372 233.1284 10.96 RO32 [M+H]* C13H1N20, Acetamida, N- [2- (S-metoxi-1H- 2.02E+08 0 0

indol-3-




36

(Continuagéo)
Identificag¢do na IdentlﬁcAa cao P2* F1%*
. . Tempo de da substancia : . . ~ P1* 0 0
planilha original m/z ~ Ion detectado Férmula molecular Identificacao 0 . Area do Area do
; retencao no banco de Area do pico . .
do MZmine dados” pico pico
413 177.1022 4.29 RO21 [M+H] * C1oH12N>0 1H-Indol-5-ol, 3- (2-aminoetil) - s06E+0g 1 O0ET08 0
418 387.2531 17.83 RO108 [M+H] * Ca4H3404 Bufa-20,22- dle(g‘éhsd;’)’ 3 14-dihidroxi-,  (3p 103 0 0
557 289.216 21.35 RO46 [M+H]* CioHa50, A“dr"“""enfl;‘g;i" 17-hidroxi-, 1.13E+08 0 0
584 337.2158 25.82 RO63 [M+Na] * C21H300, Pregn-4-eno-3,20-diona 1.02E+08 0 0
593 219.1128 6,00 RO23 [M+NH4]* Ci2HiNO» 1-Naftalenol, 1- (N-metilcarbamato) 1.18E+08 9.05E+07 0
705 385.2371 19.31 RO106 [M+H] * C24H3.04 Bufa-20,22- d‘;?grl(‘i‘i’j 14,15-epoxi-3- ¢ 755,07 0 0
709 219.1128 4.46 RO23 [M+NH4]* C1H;INO, |-Naftalenol, 1- (N-metilcarbamato) ~ 1.38E+08 0 0
738 200.2374 19.76 PS57 [M+NH4]* Ci3Hae Trideceno 4.30E+07 0 0
804 124.0759 6.86 PS112 [M+NH4]* C7HsO Benzaldeido 5.00E+07 0 0
847 242.2841 21.78 PS2 [M+NH4]* CisHa Pentadecane, 7-metil- 3.16E+07 0 0
890 228.2683 20.17 PS52 [M+NH4]* CisHzo Pentadecano 3.27E+07 0 0
937 337.216 24.89 RO63 [M+Na] * C21H300, Pregn-4-eno-3,20-diona 3.85E+07 0 0
1015 300.326 21.40 PS28 [M+NH4]* C1oH350 Oxirano, 2-nonil-3-octil- 2.23E+07 0 0
1049 256.2997 21.30 PS56 [M+NH4]* Ci7H Heptadecano 2.34E+07 0 0
1201 385.2373 17.85 RO106 [M+H] * C24H3.04 Bufa-20,22- dl;‘;grl;i‘l?j 14,15-epoxi-3- 9144497 0 0
1324 274.2739 19.08 PS114 [M+NH4]* Ci6H320, Acido Hexadecanoico 0 0 1.13E+09
1680 274.2738 20.35 PS114 [M+NH4] * Ci16H30, Acido Hexadecanéico 0 0 1.38E+08
1788 265.2269 22.50 PS20 [M+H]* Ci16H2sN>0 2-Piridina metanol, 3,6-dimetil-5-(3- 0 0 1.85E+08

metilbutil) -a-(2-metilpropil) -
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(Continuagdo)
Identificacdo na IdentlﬁcAa cao p2* F1**
. . Tempo de da substancia : . . ~ P1* ; ;
planilha original m/z ~ Ion detectado Formula molecular Identificagao ; . Area do Area do
; retengdo no banco de Area do pico . .
do MZmine dados” pico pico
2030 226.2527 19.25 PS30 [M+NH4] * CisHag Pentadecadieno 0 0 8.60E+07
2382 137.0597 3.01 PS97 [M+H]* CsHsO» 25 'Cldoexailif;ftﬁf'dmna’ 2,3- 0 0 5.26E+07
Pirrol [1,2-a] piridina-1,4-diona,
2531 211.144 9.76 PS78 [M+H]* Ci1HisN20O» hexahidro-3-2-metilpropil) -, (3S,8aS) 0 0 4.58E+07
2552 193.1698 21.17 PS19 [M+H]* C12HaoN> Piridina, 3-hexil-2,5-dimetil- 0 0 4.03E+07
2570 154.0862 3.00 PS97 [M+NH4] * CsHsO» 25 'C‘d"exai‘i:lft'ii_""dmna’ 2,3- 0 0 5.12E+07
Pirrol [1,2-a] piridina-1,4-diona,
2615 211.144 9.32 PS78 [M+H] " Ci1HisN20; hexahidro-3-2-metilpropil) -, (3S,8aS) 0 0 3.73E+07
2625 137.0597 2.04 PS97 [M+H] CsHO» 2,5 'Cldoexaflli:ft'ﬂl_""dlona’ 2,3- 0 0 4.57E+07
2649 151.0754 4.82 PS1 [M+H]* CoH100, 2> 'C‘Cloexadle‘:gétli’l‘_"dma’ Z-etil-3- 0 0 5.23E+07
2746 179.1542 19.66 PS39 [M+H]* CiHisN, Piridina, 2,5-dimetil-3-pentil- 0 0 3.68E+07
2894 154.0862 2.06 PS97 [MANH4]* CsHO» 2,5 ‘Cldoexaiﬂ‘:{i}_"“d“’“a’ 2,3- 0 0 3.58E407
2988 193.1701 11.04 PSII [M+H] C1oHaoN> Piridina, 2,5-dimetil-3- (4-metilpentil) 0 0 1 37E+07
Pirrol [1,2-a] piridina-1,4-diona,
3088 211.1441 8.44 PS78 [M+H]* C1H1sN> 05 hexahidro-3-2-metilpropil) -, (3S,8aS) 0 0 2.03E+07
Pirrol [1,2-a] piridina-1,4-diona,
3119 211.1441 7.62 PS78 [M+H"] CiiHisN20; 0 0 9059936

hexahidro-3-2-metilpropil) -, (3S,8aS)
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(Conclusio)
Identificag¢do na IdentlﬁcAa cao P2* F1%*
. . Tempo de da substancia : . . ~ P1* 0 0
planilha original m/z ~ Ion detectado Férmula molecular Identificacao ; . Area do Area do
; retencao no banco de Area do pico . .
do MZmine dados” pico pico
3160 310.3104 27.11 PS42 [M+NH4] " Ca0H360 6,10,14-Hexadecatrien-1-ol, 3,7,11,15- 0 1.09E+09 0
tetrametil-, -, (10E) -
3249 312.3622 25.16 PS50 [M+NH4]* CoiHao Heneicosano 0 5.99E+08 0
3339 174.1854 11.26 PS82 [M+NH4] * CioH200 2-Nonanona, 3-metil- 0 1.66E+07 0
Legenda:

*P1 e P2= Amostras do pool de veneno de R.ornata do tempo 1 e 2, respectivamente (tempo 1: campo; tempo 2: uma semana de alimentag@o artificial);
**F 1= Amostra do veneno obtido do aparelho de ferrdo e glandula de P. striata.
# RO = Substancias descritas na literatura para R.ornata.
# PS = Substancias descritas na literatura para P. striata.

Fonte: FRANCA, 2015.

Nota: A auséncia de determinada substancia em uma amostra fica evidente nas colunas de areas dos picos de P1, P2 e F1, aonde tem valor zero significa que ndo houve deteccao.
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O veneno de R. ornata ¢ composto por bufadienolideos, esteroides e aminas biogénicas
como indolalquilaminas (FIGURA 12). A maioria dessas substancias, detectadas em grandes
quantidades no veneno extraido apds a coleta de campo, se estinguem totalmente logo apds
a primeira semana de alteracdo da dieta .A classificacdo dos compostos seguiu a literatura
(FLIER et al., 1980; TOLEDO; JARED, 1995; SEBBEN et al., 1993; SHWARTZ et al.,
2005).

Entre as 26 substancias detectadas no veneno de R. ornata, 5 sdo isdmeras, ou seja,
conttm a mesma forma molecular e peso molar, mas apresentam tempo de retencao
diferente, entdo sdao substancias diferentes, 11 foram encontradas no banco de dados para
substancias existentes em P. striata, 3 parecem ter sido sintetizadas apds os sapos passarem
pela dieta de cativeiro como 6,10,14- Hexadecatrien- 1-0l,3,7,11,15- tetrametil-, (10 E)-;

Heneicosene e 2-Nonanone, 3-metil- e 1 substincia identificada como Carbaril (1-

Naftalenol, 1-(N-metilcarbamato), composto utilizado em regides agricolas como pesticida

(FERRARI et al., 2011) (TABELA 3 e 4).

HO

Figura 12- Algumas estruturas de substancias identificadas no veneno de R. ornata.
A) Bufa-20,22-dienolideo, 14p,15p-epoxi-3p-hidroxi-, (58,9a,8B,108,13p) (Bufalin/bufadienolideo);
B) Androst-4-en-3-one, 17-hidroxi-, (17b) - (esteroide/ Testosterona);
C) Bufotenin (aminobiogénica).

Fonte: FRANCA, 2015.
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Tabela 4- Substancias identificadas no veneno de R. ornata destacando em vermelho as trés substincias que
passaram a ser sintetizadas pelos sapos apds passarem por dieta de laboratorio.

Identificacao Formula Massa Referéncias
molecular molecular
*1-Naftalenol, 1- (N-
metilcarbamato) CizHuNO, 201.078979 (FERRARI et al., 2011)
1-Napftalenol, 1- (N-
metilcarbamato) C12HINO: 201.078979
*Bufa-20,22- dienolido, C24H3204 ut7225;  (FERREIRAetal. 2013;
14,15-epoxi-3-hidroxi- ' SCIANI et al., 2013)
*Acetamida, N- [2- (5- (JESSOP et al., 2014);
metoxi-1H-indol-3- Ci3H1eN20; 232121185 REGUEIRA et al., 2013).
. s (JESSOP et al., 2014);
ﬁ::ﬁgﬁ?ﬁ\_}m%olg_ C13HisN20, 232.121185 REGUEIRA et al., 2013;
SCIANI et al., 2013)
D-Aspartic acid, N-metil- CsHoNO4 147.053162 (Mc ANENEY et al,2011).
2,6,10,14-
Hexadecatetraen-1-ol,
3,7,11,15-tetrametil-, CaoH340 290260936
(2E,6E,10E) -
2-Nonanona, 3-metil- CioHx0 156151413 (MORGAM etal,, 2003).
Benzaldeido C7HeO 106.041862
Pentadecano CisHao 210.234756
Oxirano, 2-nonil-3-octil- Ci19H350 282.292267
Heptadecano Ci7Hz4 238.266052
Pentadecane, 7-metil- CisHsz 224.250397 (MORGAN et al.,1999)
* Androst-4-en-3-one, 17- (NARAYAN et al., 2013;
hidroxi-, (17b) - CisHv0: 288208923\ [ ANENEY et al., 2011).
Androst-4-en-3-one, 17- (NARAYAN et al., 2013;
hidroxi-, (17b)- CisHv0: 288208923 REGUEIRA et al., 2013).
*Pregn-4-ene-3,20-diona C21H300: 314.224579  (ORTIZ et al., 2014)
Pregn-4-eno-3,20-diona C21H300, 314.224579
IH-Indol-5-ol, 3- (2- C1oH12N20 176.094955
aminoetil) -
Tridecene Ci3Has 182.203445
Bufa—20,22t dler.lohd(?, CoH320s 384230072 (SCIANI et al., 2013).
14,15-epoxi-3-hidroxi-,
Bufotenina Ci2H16N20 204.126266
IH-Indol-5-ol, 3- [2 - CiHN0 190.110611
(metilamino)etil] -
Bufa-20,22- dienolido, FERREIRA et al ., 2013;
3,14-dihidroxi-, (3b,5b) - C24H3404 386.245697  SCIANI et al., 2013)
6,10,14-Hexadecatrien-1-
ol, 3,7,11,15-tetrametil-, C10H360 292.276611
(10E) - (MORGAN et al., 2003)
Heneicosano Co1Ha 294 32 3644
2-Nonanona, 3-metil- C1oH200 156.151413

*Substancias isOmeras detectadas no veneno de R. ornata.

Fonte: FRANCA, 2015.
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Entre as 10 substancias detectadas em ambas as espécies, 6 delas foram descritas na

literatura e detectadas no conteudo quimico do veneno das formigas coletadas como o alcano

nonadeceno e alguns 4cidos como o acido 9- Hexadecenoico, 4cido octadecanoico e o acido

oleico, sustentando a hipdtese do sequestro de substancias por R. ornata através da dieta com

P. striata (TABELA 5, FIGURA 13). Tais substancias sao detectadas nas amostras dos Poo/

1(tempo zero) e Pool 2 (uma semana de alimentacao artificial). A substancia 1-Naftalenol,

1-(N-metilcarbamato) encontra-se presente em ambas amostras de veneno (sapo e formiga).

Dentre as substancias detectadas em ambas as espécies 3 delas foram isomeras.

Tabela 5 - Substancias identificadas no veneno de R. ornata e P. striata nesse trabalho.

Desreplicaciao Férmula Massa Referéncias
molecular molecular
Acido 9,12
Octadecadienoico Ci1sH3,0, 280.240234
"A(gfiol ?ézl)z (CROSSLAND et al., 2012).
Octadecadienoico Ci1sH3,0, 280.240234
(97,127) -
12:23:&‘:1%8\] C12HiNO; 201.078979
% _Naftalenol, 1 -(N- (FERRARI et al., 2011).
. ’ C12H1iINO, 201.078979
metilcarbamato)
) Acido octadecandico C1sH360, 284.271515
Acido 9‘?52‘;“}“6“"“’ C16H300, 254.294579
Acido 9-Octadecendico (MORGAN et al., 1999).
(9Z) - Ci1sH340, 282.255890
®L - ;.
Acido 9-?9czta)lcfecen01co C1sH:0, 282255890
Nonadeceno Ci9H3s 266.297363
6,10,14-Hexadecatrien-1-
ol, 3,7,11,15-tetrametil-, CaoHisOs 202276611 (MORGANetal., 2003).

(10E) -

*Substancias Isdmeras detectadas no veneno de R. ornata e P. striata.

Fonte: FRANCA, 2015.
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Figura 13- Algumas estruturas das substancias identificadas no veneno de R. ornata e P. striata.
A) Nonadeceno;
B) Acido 9-Hexadecenoico, (9Z)-(Acido palmitoleico);
C) Acido octadecanoico (Acido estearico);
D) 9,12- Acido octadecadienoico (Acido linoleico).
Fonte: FRANCA, 2015.

Quanto ao conteudo quimico individual do veneno das formigas P. striata, as analises
demonstraram que € composto essencialmente por alquilpirazinas, hidrocarbonetos,

benzoquinonas e substancias acidas (FIGURA 14).

A B
=
|N PN N P N SN
AN
0 OH
o}
Ho)J\/\/\/\/\/\/\/\
o
C D

Figura 14- Exemplos de substancias encontradas no conteudo quimico de P, striata.
A.2- Pirazinemetanol 3, 6-dimetil-a- (2-metilpropil) -.
B. Pentadecadieno;
C. 2, 5 - Cicloexadieno-1, 4-diona, 2-etil-3-metil-. ;
D. Acido Hexadecandico.

Fonte: FRANCA, 2015.
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Dentre as 16 substancias detectadas 8 delas sdo isdmeras, ou seja, contém a mesma

forma molecular e peso molar, mas apresentam tempo de retencdo diferente, entdo sdo

substancias diferentes (TABELA 6). Assim como foi observado substancias isdmeras para

R.ornata e comuns para ambas as espécies estudadas.

Tabela 6 — Substéincias detectadas no veneno de P. striata coletadas nesse trabalho.

c . Formula Massa A
Desreplicaciao Referéncias
molecular molecular
2,5—Clclohexa(.11en§- 1,4-diona, CeHyO» 136.05429
2,3-dimetil-
*2,5-Ciclohexadiene-1,4-diona,
2.3-dimetil- CsHgOo 136.05429
*2,5-Ciclohexadiene-1,4-diona,
2.3-dimetil- CsHsO2 136.05429  (MACHADO et al., 2005).
2,5-C1clohex.adlene—.1,4—d10na, 2- CoH 10> 150.068085
etil-3-metil-
*2.5-Ciclohexadiene-1,4-diona,
2.3-dimetil- CsHgO» 136.05429
Acido Hexadecandico Ci6H3,0, 256.240234
kL. ;.
. Agdo HexadecanO}co . Ci6H3,0, 256.240234 (MORGAN et al., 1999).
2-Pirazinemetanol, 3,6-dimetil-5- CeHoeNSO 264.220154
(3- metilbutil)-a-(2-metilpropil)- 10282 '
Pirazine, 3-hexil-2,5-dimetil- Ci2H20N> 192.162643
Pentadecadieno CisHas 208.219101 (MORGAN et al., 2003)
*Pirrol[l 2-a] pirazine-1,4-diona
s (MORGAN et al., 2003)
hexah1dro(33S(éargl)efllpropll) , Ci1iHisN2O» 210.136826 ORTIZ: MATHIAS, 2006)
Pirazine, 2,5-dimetil-3-pentil- CiHisN; 178.147003
Pirazine, 2.,5-d1met11-3- (4- C1rHaoNs 192.162643 (MORGAN et al., 1999).
metilpentil) -
*Pirrol[1,2-a] pirazine-1,4-diona
. L (MORGAN et al., 2003);
hexahidro-3- (2-metilpropil) -, C11HisN2O; 210.136826 ORTIZ: MATHIAS, 2006)
(3S,8aS) -
Pirrol[1,2-a] pirazine-1,4-diona,
hexahidro-3- (2-metilpropil) -, C11H1sN2O2 210.136826 MORGAN et al., 2003)
(3S,8aS) -
*Pirrol[ 1,2-a] pirazine-1,4-diona,
hexahidro-3- (2-metilpropil) -, CHisN>O; 210136826 MORGAN etal., 2003)

(3S,8a8) -

(ORTIZ; MATHIAS, 2006)

* A . [N .
Substancias isdbmeras detectadas no veneno de Pstriata.

Fonte: FRANCA, 2015.
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6 DISCUSSAO

Os resultados mostram claramente que algumas substancias encontradas no veneno de
R. ornata sao sequestradas do veneno das formigas, que compdem sua dieta natural. Sob
dieta de cativeiro, essas substancias caracteristicas do veneno natural de R. ornata foram
reduzindo j& na primeira semana até praticamente desaparecer no 3° més. Isso corrobora a
hipdtese de alteracdo gradativa na composi¢do quimica do veneno dos sapos estudados
quando se modifica sua dieta (DALY et al., 2000).

Essa diminuicao na concentragdo das substancias presentes no veneno de sapo na
primeira semana de dieta artificial poderia ser decorrente de estresse dos animais. A completa
diminui¢do na producdo destas substancias também poderia ser consequéncia de algum tipo
de deficiéncia nutricional pela dieta artificial. No entanto, essa diminui¢do demonstrou-se
gradual e os animais na primeira semana ndo poderiam ja indicar deficiéncia nutricional.
Entre as substancias que se reduziram ap6és a mudanga da dieta estdo os acidos de cadeia
longa provenientes do veneno de P striata, hormdnios, algumas aminas e esteroides
bufadienolideos. No que se refere a reducao nos indices hormonais, nossos dados
corroboram os da literatura, pois os sapos provavelmente em sua atividade noturna ou em
resposta a variagdes do ambiente, conseguem ajustar seu perfil hormonal, evitando perdas
desnecessarias (JESSOP et al., 2014). Alguns compostos da formiga podem ser percursores
do que os sapos perderam, para isso experimentos especificos deverao ser utilizados.

Virias substancias de P striata foram detectadas em veneno de R. ormnata. Sendo
assim, sugere-se que os sapos-curuzinho de fato devem sequestrar substancias ou
precursores de substancias que compdem seu veneno a partir de sua dieta (formigas - P.
striata). Onze substancias detectadas em R. ornata ja foram descritas na literatura para P,
striata embora ndo tenham sido detectadas nas amostras de veneno das formigas capturadas.
Provavelmente a quantidade dessas substancias no veneno de P. striata estava em niveis
abaixo do detectavel pelo UHPLC-UV-MS ou ausentes na amostragem estudada. Sabe-se
que as formigas podem variar seu perfil quimico de acordo com a localidade de seus ninhos
e também para cada espécie (EVISON et al., 2012; MORGAN et al., 1999).

Trés das substancias identificadas foram detectadas no veneno extraido apos os sapos
terem passado pela dieta de cativeiro e as mesmas coincidentemente foram encontradas no
banco de dados construido a partir de dados da literatura para P. striata: 6,10,14-
Hexadecatrien-1-ol; 3,7,11,15- tetrametil-, (10E), Heneicosano e¢ 2- Nonanona, 3-metil-.

Virias podem ser as causas desta alteracdo na composi¢do quimica do veneno de R. ornata
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e isso deve ser futuramente investigado. Vale ressaltar que a Tabela 3 resume todas as
substancias identificadas neste trabalho, mas cerca de 100 substincias ndo identificadas
foram também detectadas. Como as substincias identificadas representam uma boa
amostragem do perfil das substancias detectadas nos venenos de R. ornata ¢ P. striata para
fazer as comparagdes objeto deste trabalho, as demais substancias foram omitidas. Mais de
100 substancias ndo puderam ser identificadas apenas com a comparagdo com a base de
dados, possivelmente nunca antes identificadas, a0 menos para os géneros estudados. E
importante salientar que a identificacao utilizou apenas dados de substancias descritas para
os dois géneros.

Entdo, existem varias substancias nao identificadas, além das 3 identificadas acima
mencionadas, que passaram a ser detectadas no veneno de R. ornata com a alteragao da dieta.
Isso mais uma vez demonstra que a composicdo do veneno do sapo-cururuzinho ¢
diretamente influenciada pela dieta.

Nos trabalhos de Daly e colaboradores (2003), 5 espécies dos géneros Dendrobates,
Epipedobates e Phyllobates foram estudadas e todas sequestravam substancias do veneno de
formiga e algumas, além disso, biotransformavam essas substancias, potencializando ainda
mais sua toxicidade. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os obtidos por
esses autores. Devido a limitacdes das analises realizadas neste trabalho ndo ¢ possivel
observar se o sapo-cururuzinho também biotransforma as substancias obtidas de sua dieta.
Estratégias similares as empregadas por Daly e colaboradores (2003) devem ser empregadas
para este intuito.

Por serem grupos muito proximos filogeneticamente segundo Frost et al. (2006), ¢
possivel que a dupla formicivoria-sequestro defensivo tenha surgido uma tnica vez no
ancestral comum de dendrobatideos e bufonideos. Um refor¢o para essa hipdtese € o
predominio da formicivoria em bufonideos (DALY et al., 2005; ISAACS; HOYOS, 2010).
Se este comportamento alimentar estiver realmente associado ao sequestro de toxinas, €
possivel que a familia praticamente toda também realize sequestro de substancias para sua
defesa.

Vale ressaltar que 09 substancias detectadas no veneno de R. ornata sdo exclusivas
para o género Rhinella, como alguns dos bufadienolideos, aminas biogénicas e esteroides
identificados, substancias biologicamente ativas para a defesa passiva contra
microrganismos e predadores potenciais (SCHWARTZ et al., 2005; CUNHA FILHO et al.,
2005). Algumas dessas substancias ainda que preliminarmente, podem ser indicadoras de

relagdes de parentesco entre espécies, como a bufatenin uma indolalquinamina pertencente
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ao grupo das aminas biogénicas (MACIEL et al., 2003). Outras substancias detectadas para
R. ornata como a Bufa-20,22-dienolido, 14,15-epoxi-3B,5B- hidroxi-, conhecida como
marinobufogenina, um esteroide de acdo antimicrobiana também encontrado no conteudo
quimico de Rhinella rubescens e de Rhinella schneideri e destacam por sua agdo como
inibidores da Leucemia promielocitica humana (HL-60) (NOGAWA et al., 2001; CUNHA
FILHO et al., 2005; CUNHA FILHO et al., 2010). Isso sugere que a identificacdo e
caracterizacdo dessas substancias sdo extremamente importantes e fornece suporte para
estudos futuros em diferentes campos cientificos, especialmente para a pesquisa €
desenvolvimento de medicamentos.

Os bufadienolideos detectados fazem parte de um grupo de toxinas poderosas,
principais componentes para a toxicidade desse grupo de sapos-cururu (CROSSLAND et al.,
2012). Entre os eles estao: Bufa-20,22-dienolido, 14f,15B-epoxi-3p-hidroxi- e Bufa-20,22-
dienolido, 3,14-dihidroxi-, (3b,5b)-, sintetizados a partir do metabolismo do colesterol e
apresentando um anel lactonico constituido por 5 carbonos, C24 (3), uma y-lactona-di-
insaturada (= pentadienolideo) (FLIER et al., 1980; RATES; BRIDI, 2007). Esses
bufadienolideos sdo geralmente encontrados na pele e na secrecao cutanea dos anuros, mais
exclusivamente nos da familia Bufonidae em praticamente todo seu ciclo de vida (FLIER et
al., 1980; DMITRIEVA et al., 2000; HAYES et al., 2009).

Tais compostos quimicos (bufadienolideos), incluindo seus derivados, sdo de extrema
importancia farmacoldgica tanto em condig¢des naturais, quanto modificados quimicamente
(CUNHA FILHO et al., 2010). De acordo com Schwartz et al. (2005) e Nogawa et al. (2001),
esses compostos sdo substdncias com caracteristicas diversas podendo ser cardiotdxicas,
aumentando os batimentos cardiacos e pressdo arterial, € até mesmo possuir propriedades
antitumorais e antivirais contra o HIV como foi observado nos trabalhos de Bradbury (2005).
Alguns estudos relatam ainda a agdo dos bufadienolideos como inibidores de Na"/ K" ATPase
agindo como reguladores fisiologicos no transporte de ions através da pele dos sapos
favorecendo na defesa contra seus predadores (FLIER et al., 1980).

Entre as aminas biogénicas detectadas no contetido quimico do veneno de R.ornata,
vale destacar a serotonina, a N- metilserotonin e a bufotenina, aminas ind6licas que apesar
de estarem entre 0s compostos mais comuns encontrados principalmente entre os anfibios
do género Bufo, sdo extremamente importantes tanto para a defesa quimica desses animais
quanto na farmacoterapia, pois sdo substancias tidas como hormonios neurotransmissores e

alcaloides indolicos com efeito alucindgenos ( SCIANI et al., 2013).
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Foram detectadas 5 substancias isomeras no conteudo quimico de R. ornata que nao
conseguimos identificar (C19H2302, C13H16N202, C21H3002, C24H3204, C12H11NO2). Essas
substancias apresentaram a mesma féormula molecular e peso molar, porém sdo substancias
diferentes sendo que apresentam tempo de retengao no cromatograma distintos. Entdo, outras
metodologias sdo necessarias para a identificagao destas substancias isdmeras.

E importante salientar que, além disso, uma substancia derivada de pesticidas foi
detectada em quantidades significativas no contetido quimico do veneno extraido dos sapos
em P1, o Carbaril (1-Naftalenol, 1- (N-metilcarbamato), composto utilizado em regides
agricolas como pesticida (FERRARI et al., 2011). Curiosamente o mesmo composto foi
detectado no conteudo quimico das formigas coletadas. Assim podemos deduzir que ambas
as espécies foram expostas a esses pesticidas, ja que o fragmento em que foram coletadas ¢é
rodeado por plantagdes de café e milho. Compostos como Carbaril causam uma significativa
reducdo na atividade de certas enzimas antioxidantes com acdo antibacteriana em R.
arenarum como a catalase (FERRARI et al., 2011).

Certos tipos de inseticidas podem causar acdo anticolinesterdsica, ou seja, causar
inibi¢ao de enzimas colinesterase resultando deformacodes ¢ elevados indices de mortalidade
em embrides de R. arenarum (PECHEN DE D’ANGELO; VENTURINO, 2005). Por
pertencer ao mesmo género, R. ornata também pode responder de forma similar. Anfibios
tem declinado suas populagdes em todo o mundo e uma das causas desse declinio € o uso
desenfreado de inseticidas (BOONE et al., 2007). Em outro estudo nos fragmentos de Mata
Atlantica desta regido, foi detectada uma drastica reducdo da abundancia de R. ornata e
outros anfibios, principalmente associada a plantagdes de cana-de-aglcar
(D’ANUNCIACAO et al., 2013).

Em relacdo as substancias em comum entre as duas espécies (sapo e formiga), nossos
dados corroboram os da literatura, em que espécies de dendrobatideos sequestram
substancias defensivas que compdem seu veneno de formigas de sua dieta natural (DALY et
al.,, 2000; DALY et al.,, 2005). Seis substancias identificadas no veneno de P. striata
capturadas, foram também encontradas no veneno dos sapos, entre elas estdo em sua maioria
hidrocarbonetos e substincias acidas de cadeia longa, 4cidos graxos como Acido
octadecanoico, (acido estedrico), Acido 9,12- octadecadiendico (9Z,12 Z)-(acido linoleico),
Acido 9- Hexadecenoico (9z) (acido palmitoleico) e Acido 9 — octadecendico (9Z) (4cido
oleico), e 1- nonadecano (nonadecano), provavelmente utilizados por essas formigas na

defesa contra predadores (RODRIGUES, 2009).



48

Até o momento constava-se na literatura que esse tipo de substancias estaria presente
somente nas glandulas de formigas da espécie P. indica (MORGAN et al., 1999). Portanto,
pela primeira vez estas substancias estao sendo descritas para P. striata.

Os dados sobre o conteudo quimico das formigas sequestrado pelos sapos corroboram
aqueles obtidos na literatura para formigas do género (MORGAN et al.,1999). Os resultados
mostram que R. ornata bioacumula as substancias que sequestra, ja que as substancias do
veneno das formigas mantiveram-se ainda que em menores quantidades, pelo menos até a
primeira semana ap6s a nova dieta. A maioria dos anfibios possuem glandulas especializadas
para compartimento dessas substancias, podendo até causar uma certa redugdo no grau de
toxicidade para si, porém o mecanismo de bioacumulagdo ainda precisa ser melhor elucidado
(SAPORITO et al., 2010; SAPORITO et al., 2012).

Comparando os dados gerais do conteudo quimico de P. striata, com os de R. ornata,
pode-se notar que essa espécie de anfibio teve maior acumulacdo de substancias acidas em
seu veneno. Isso indica, ainda que preliminarmente, que essa espécie nao consegue
bioacumular todos os compostos de suas presas. Parte das substancias absorvidas podem ter
sofrido biotrasnformagdo, mas isso deve ser investigado por metodologias adequadas.

Quanto ao contetdo quimico geral das formigas coletadas detectou-se maior
quantidade de metabdlitos nas amostras extraidas a partir do veneno do aparelho de ferrdo e
glandula de Dufour. Informagdes sobre o funcionamento dessas glandulas e composi¢do
quimica ainda sdo escassas (MORGAN et al., 2003). Das 16 substancias identificadas
observou-se em sua maioria uma complexa mistura de alcaloides pirazinas, cuja origem de
sua biossintese ainda nao foi estudada e algumas substancias volateis como os alcanos
(MORGAN et al., 1999). Tais substiancias podem atuar na defesa e comunicagdo quimica
auxiliando esses insetos em sua organizacao dentro dos ninhos (MORGAN et al., 2003).
Estudos também apontam que essas substancias poderiam ser utilizadas na marcacdo do
territorio em volta dos ninhos, porém ndo ha evidéncias sdlidas sobre esse tipo de
comportamento (MORGAN et al., 2009).

Curiosamente dentre essas substancias, notou-se a presenga de algumas
benzoquinonas alquiladas (2,5-Cicloexadieno-1,4-diona, 2,3-dimetil-; 2,5-Cicloexadieno-
1,4-diona, 2-etil-3-metil-), substancias defensivas até entdo descritas na literatura para
espécies de opilido como o Goniosoma longipes (Gonyleptidae). Essa espécie de opilido
consegue através das benzoquinonas contidas em suas secrecdes defensivas se defender de
alguns predadores potenciais (MACHADO et al., 2005). Provavelmente essas substancias

também sdo utilizadas pelas formigas para sua defesa, ja que as mesmas sdo bastante eficazes
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contra varios tipos de predadores invertebrados e vertebrados (MACHADO et al., 2005). As
benzoquinonas alquiladas sintetizadas por opildes apresentam distribuicdo mais restrita na
natureza (EISNER; ALSOP; MEINWALD, 1978).

Sobre a composi¢do quimica da secre¢do cutanea de R. ornata, nossos resultados ainda
que preliminares, sugerem um modelo alternativo para estudos sobre sua utilidade
farmacoldgica assim como também sobre o funcionamento do mecanismo de defesa desses
animais. Talvez por conta dessa capacidade (sequestro de substincias defensivas-
bioacumulagdo), essa espécie-alvo tenha o sucesso adaptativo que demonstra, dominando os
ambientes que ocupa. Sucesso comparavel ao de R. marina, que se beneficiou disso para se
tornar uma espécie-praga invasora de campos australianos, cujo veneno tem provocado o
declinio de muitas espécies de predadores (MAYES; WITHERS, 2005). Curiosamente, na
Australia essa espécie apresenta alta toxicidade, mesmo se alimentando-se de itens diferentes
de sua dieta original nativa (SHINE, 2012).

Compreender melhor o fenomeno de sequestro defensivo sob dietas diferentes para
R. ornata pode ajudar na mitigagdo dos impactos negativos de espécies toxicas invasoras,
como R. marina na Austrdlia, ou mesmo avaliar melhor o potencial generalista ou
bioindicador de R. ornata (D’ANUNCIACAO et al., 2013). Isso pode ajudar a explicar o
sucesso adaptativo dessa espécie e talvez também porque, apesar desse sucesso, ela parece
ndo responder bem ao avanco de canaviais (PRADO et al., 2009; D’ANUNCIACAO et al.,
2013). A compreensdo de tal vulnerabilidade pode ajudar na mitigagdo dos constantes
declinios que vem ocorrendo com varios anfibios nos ultimos anos (LEMES et al., 2014).

Estudos sobre dieta-toxicidade de veneno ainda sdo incipientes e mais trabalhos
precisam ser feitos. O presente estudo € o Unico até o0 momento realizado com as espécies R.
ornata e P. striata, abordando essa associacdo ¢ os resultados obtidos viabilizam nossas
premissas, além de abrir portas para melhor compreensdo sobre o sequestro e acumulagao

de substancias nas interacoes insetos-vertebrados.
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