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Introducio Geral

A defesa quimica ocorre numa interacdo interespecifica que funciona através de
compostos quimicos que influenciam negativamente alvos moleculares de predadores ou
patdgenos, protegendo os organismos portadores dessa forma de defesa (Wink, 2003). As
estruturas dos compostos defensivos sdo similares as estruturas de moléculas enddgenas
inatas do metabolismo animal e agem tanto por efeito agonista, ligando-se aos receptores
celulares com agdo similar ao composto inato, quanto por efeito antagonista, bloqueando os
receptores celulares (e.g. Wink et al., 1998; Badio & Daly, 1994).

A presenca de compostos defensivos evoluiu independentemente em diferentes
linhagens, desde as esponjas-do-mar (Taylor et al., 2007) e as grandes linhagens de
invertebrados (e.g. Cimino & Ghiselin; 1998, Laurent et al., 2003) aos vertebrados (e.g.
Noguchi et al., 2006; Ligabue-Braun et al., 2012; Ligabue-Braun & Carli, 2015). Atualmente
se conhecem milhares de tipos diferentes de compostos, com grandes variagdes estruturais
entre espécies (Wink, 1993; Daly et al., 2005). Além da variacao entre diferentes espécies, 0s
compostos defensivos de um tnico individuo também podem ter uma grande diversidade,
contendo mais de um tipo de substancia (e.g. Jeckel et al., 2015), os quais conferem protecao
e acdo a diferentes tipos de ameagas e moléculas, respectivamente (Wink, 2003). Ademais,
essa variedade pode ter importancia funcional, interferindo na viscosidade da substancia
(Blum et al., 1973); ou um papel sinergético, onde a soma de duas ou mais substancias
combinadas ¢ mais eficaz do que a acdo de apenas uma (Pasteels, 1983), ou até mesmo como
forma de evitar adaptagdes por parte do predador (Barnett et al., 2014). Alguns compostos
sdo especificos de determinados grupos taxondmicos, podendo ser utilizados como fontes de
evidéncia para inferir hipoteses de relacionamento evolutivo entre grupos, sendo, por isso,
usados como evidéncia na taxonomia e sistematica (e.g. Pasteels, 1993; Cei et al., 1967,
Grant et al., 2017).

Apesar de normalmente relacionarmos a defesa quimica com toxicidade letal, a
grande maioria dos compostos quimicos presentes nesses organismos nao sao fatais aos
predadores nas quantidades apresentadas. Parte da consequéncia da estratégia de defesa ¢ que
os predadores sobrevivam, sejam capazes de aprender e evitem atacar em encontros futuros
(Brower et al., 1968; Servedio, 1999). Por isso, os compostos defensivos geralmente causam
algum tipo de desconforto, como gosto ruim (e.g. Skelhorn & Rowe, 2006; Bolton et al.,
2017), alterag@o na pressao sanguinea ou no ritmo cardiaco (e.g. Clarke 1997),

indigestibilidade e desconforto gastrointestinal (e.g. Brower et al., 1968; Wouters et al.,



2016) ou até mesmo mudangas temporarias de comportamento (e.g. Jumar et al., 2014; Zou
et al., 2016). Uma hipotese para explicar a importancia desse aprendizado pelos possiveis
predadores ¢ o surgimento de coloragdes brilhantes e disruptivas que servem como aviso e
reforco de aprendizado para predadores visualmente orientados, uma estratégia chamada
aposematismo (revisdo em Mappes et al., 2005). Essa hipdtese vem sendo empiricamente
comprovada ao longo dos anos para muitos grupos de organismos (e.g. Schmidt & Blum,
1977; Rubino & McCarthy, 2004; Saporito et al., 2007). Entretanto, aposematismo e defesa
quimica nem sempre protegem esses organismos de ataques ou predagdo e/ou infec¢ao por
seus inimigos naturais. Muitos predadores adquiriram resisténcia aos compostos € sao
capazes de superar o arsenal quimico (Geffeney et al., 2005; Despres et al., 2007; Pittendrich
et al., 2013; Ujvari et al., 2015).

A resisténcia a compostos quimicos pode ser alcancada através de detoxificacdo
quimica por enzimas generalistas ou especificas (Hartmann & Ober, 2000; Heidel-Fischer &
Vogel, 2015). Predacdo quase sempre envolve ingestdo da presa e, consequentemente, 0s
compostos defensivos estardo expostos ao metabolismo do sistema digestivo do predador. O
metabolismo de compostos ativos ¢ amplamente estudado em mamiferos, principalmente por
interesses farmacéuticos e econdmicos. Em humanos, por exemplo, a concentragao total de
xenobidticos (compostos quimicos estranhos a um organismo, como medicamentos e
pesticidas) ¢ diminuida consideravelmente pelo figado antes de atingir a circulagdo sistémica
(Pond & Tozer, 1984). As enzimas do sistema do citocromo P450 (CYP450) sdo as principais
responsaveis por modificarem compostos toxicos em compostos mais estaveis e hidrofilicos,
facilitando a excre¢dao no rim. Mamiferos herbivoros, como ovelhas e hamsters, e insetos que
se alimentam de plantas com defesa quimica, possuem um arsenal de enzimas CYP450, além
de enzimas da familia monooxigenase contendo flavina, que permitem que se alimentem
dessas plantas para proporcionar estabiliza¢do e excrecdo das toxinas (Ehmke et al., 1990;
Miranda et al., 1991; Huan et al., 1998; Hartmann et al., 1999).

Outra forma de resistir as defesas quimicas das presas ¢ através de insensibilidade das
moléculas alvo, geralmente canais i0nicos, através de substituicdes nas sequéncias de
aminoacidos nos sitios de ligagdo (Wang & Wang, 1999; Geffeney et al., 2002; Tarvin et al.,
2016). Porém, essa substituicdo pode ter um custo, o que faz com que essa forma de
resisténcia seja menos comum e, quando existe, os aminoacidos substituidos sdo bastante
conservados e convergentes entre diferentes espécies (Feldman et al., 2012; Ujvari et al.,
2015). Um caso classico ¢ o da serpente Thamnophis sirtalis (Linnaeus, 1758) que é

resistente a toxina da salamandra Taricha granulosa (Skilton, 1849), a tetrodotoxina (TTX),



uma das toxinas conhecidas mais potentes, a qual age bloqueando canais de sédio (Mosher et
al., 1964). Essas serpentes sdo capazes de predar essas salamandras devido a uma variedade
de mutagdes no gene que codifica a regido de afinidade do TTX com os canais de sddio, a
regido NaV1.4 (Geffeney et al., 2002). A variedade em tipos e quantidades de mutagdes de
aminoacidos nessa regido confere as serpentes diferentes graus de resisténcia, permitindo se
adaptar as concentracdes de toxinas das salamandras em populacdes especificas (Hanifin et
al., 2008; Williams et al., 2010). Por exemplo, em localidades onde a salamandra possui
concentragdes menores de TTX, as mutagdes sdo diferentes das mutagdes em serpentes em
regides onde as presas possuem mais TTX (Hanifin et al., 2008). Isso acontece porque essas
mutagoes t€ém um custo muito elevado, pois interfere na capacidade de locomogao e reagao
das serpentes apds ingestdo da toxina (Feldman et al., 2012). Essa rela¢do ¢ um classico
exemplo de corrida armamentista na coevolugao dessas duas espécies (Brodie III et al.,
2005). Adaptagdes para resistir as toxinas das presas parecem ser uma estratégia importante,

principalmente para animais que desenvolveram uma dieta especializada.

Procedéncia dos compostos em organismos quimicamente defendidos

Compostos defensivos podem ser (1) sintetizados pelo proprio organismo
(biossintetizados), (2) adquiridos por simbiose ou (3) adquiridos do ambiente. As fontes
desses compostos ndo sdo mutuamente exclusivas de modo que, por exemplo, 0 mesmo
individuo pode sintetizar substancias e também adquirir do ambiente (e.g. Jeckel et al., 2015).
Dentre os compostos biossintetizados, alguns sdo produtos de metabolismo secundario,
usando esteroides ou aminoacidos como substrato (Erspamer, 1954; Pasteels, 1983),
enquanto outros sao proteinas e peptideos, que sdo codificados geneticamente (Konig et al.,
2015). Esses compostos sdo produzidos em tecidos especificos, sendo armazenado ou ndo em
glandulas. A biossintese, seja por tradugdo direta das proteinas ou por sintese de novo (i.e.
sintese de moléculas complexas a partir de moléculas menores) das moléculas, parece ser a
forma mais comum dentre as defesas quimicas conhecidas nos animais, sendo muito comum
em artropodes terrestres (Whitman et al., 1990) e anuros (Erspamer, 1994).

A outra fonte de compostos de defesa pode ser por associagdo simbiodtica com
microrganismos (Florez et al., 2015). Por exemplo, toxinas encontradas em esponjas das
Filipinas, Theonella swinhoei (Gray, 1868), sdo produzidas por bactérias simbidticas
filamentosas e unicelulares (Bewley et al., 1996). Porém, o caso mais famoso e ainda

controverso ¢ o das bactérias produtoras de TTX encontradas em diversas espécies de peixes



baiacus (revisdo por Noguchi et al., 2006) e outros invertebrados marinhos (Chau et al.,
2011). Apesar de varios estudos demonstrarem que bactérias produtoras de TTX vivem em
simbiose com inimeras espécies que contém TTX, a rota biossintética ou os genes
codificantes de TTX ainda ndo foram descritos em nenhuma dessas bactérias. Além disso,
este tipo de bactérias ndo foi encontrado em nenhum vertebrado terrestre que possui TTX,
como o caso de algumas espécies de anfibios (Mosher et al., 1964). Acredita-se que em
salamandras, o TTX ¢ produzido endogenamente, sem interacao simbiotica para a sintese
(Lehman et al., 2004). Porém, ainda ndo existem evidéncias empiricas que suportem essa
hipotese.

Finalmente, a terceira fonte de compostos ¢ por aquisicdo do ambiente. Alguns
gafanhotos, por exemplo, se alimentam de plantas com defesa quimica e ganham certa
protecdo enquanto os compostos nocivos estao no trato digestivo. Porém, assim que o trato ¢
esvaziado e/ou a fonte da alimentagdo modifica, os gafanhotos perdem a protecao quimica
(Sword, 1999). Alternativamente, os compostos podem ser sequestrados da dieta, ou seja, os
compostos sdo ingeridos, absorvidos, transportados e armazenados em tecidos especializados.

Insetos herbivoros evoluiram a capacidade de sequestrar como forma a superar o
grande arsenal de metabolitos secundarios produzido pelas plantas em resposta a herbivoria
(Pasteels, 1983; Wink, 1993). Muitas espécies de insetos sdo capazes de tolerar a toxicidade e
utilizar o composto tanto para defesa quanto para outras fungdes fisiologicas e ecoldgicas
(Dussourd et al., 1989; Briickmann et al., 2000; Erb & Robert, 2016). Por exemplo, o
sequestro de cardenolideos, um tipo de esteroide do grupo dos glicosideos cardiacos, ¢
conhecido em diversas ordens de insetos como Lepidoptera (Brower et al., 1984; Black,
1976; Nishio, 1980; Cohen & Brower, 1982), Coleoptera (Dobler et al., 1998; Isman et al.,
1977b; Duffey & Scudder, 1972; Nishio et al., 1983), Hemiptera (Rothschild et al., 1970;
Duffey & Scudder, 1972; Duffey et al., 1978) e Orthoptera (von Euw et al., 1967). Um caso
classico € o do sequestro de cardenolideos de plantas do género Asclepsias pelas larvas de
borboletas monarcas (Malcom & Brower, 1989). Os compostos sequestrados enquanto larvas
sdo armazenadas de forma que os protegem mesmo depois da metamorfose, até a fase adulta
(Brower et al., 1968). Outro sistema de sequestro em insetos muito estudado ¢ o dos
alcaloides pirrolizidinas (AP). Diversas espécies de Lepidoptera (Nickisch-Rosenegk &
Wink, 1993) e de Coleoptera (como espécies do género Oreina, Rowell-Rahier, et al 1991) se
alimentam de plantas produtoras de AP e sequestram o alcaloide, transportando-o para
glandulas especializadas ou simplesmente acumulando-o na hemolinfa (Hartmann & Ober,

2000).



Dentre os vertebrados, algumas linhagens de aves, serpentes e anfibios, também
adquiriram a capacidade de sequestrar compostos da dieta. A serpente Rhabdophis tigrinus
(Boie, 1826), por exemplo, alimenta-se de anuros da familia Bufonidae (Hutchinson et al.,
2007). Esses sapos possuem nas suas glandulas cutaneas altas concentragdes de um tipo de
glicosideo cardiaco, o bufodienolideo, que possui grande afinidade com Na*/K*-ATPase,
molécula que mantém o potencial de membrana das células (Agrawal et al., 2012). A R.
tigrinus tem a capacidade de sequestrar esses esterois e armazenar em glandulas
especializadas na regido da cabeca (Hutchinson et al., 2007). Outro exemplo sdo as espécies
de aves da Nova Guiné, dos géneros Pitohui e Ifrita que sequestram batracotoxina (BTX) de
besouros do género Choresine (Melyridae; Dumbacher et al., 1992, 2009; Ligabue-Braun &
Carli, 2015). A BTX ¢ um dos alcaloides mais toxicos encontrados na natureza, tendo uma
grande afinidade com canais de sddio de membranas de musculos e células nervosas,
mantendo-as bloqueadas (Daly et al., 1965). A alta toxicidade da BTX ja era conhecida por
sua presen¢a em outros vertebrados que sequestram alcaloides: as ras-de-veneno. As ras-de-
veneno sao o grupo de vertebrados mais estudado que sequestra compostos defensivos da
dieta. Eles sequestram alcaloides principalmente de formigas e 4caros e os acumulam em
glandulas de veneno da pele (Daly et al., 1994, 2005; Smith et al., 2002; Hantak et al., 2013).

O sequestro de compostos quimicos da dieta adiciona mais um nivel de interacao
trofica entre os organismos (Fig. 1). O organismo quimicamente defendido, que precisa
sequestrar os compostos defensivos, € o predador de um outro animal quimicamente

defendido, ambos necessariamente devem ter desenvolvido resisténcia ndo s6 a agao da
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Figura 1. Interagdes ecoldgicas em um sistema de presa-predador de animais quimicamente defendidos. Em um
sistema onde existe o sequestro de compostos defensivos, uma das presas ¢ a fonte da toxina para o organismo

que sequestra.



toxina, mas também ao acimulo deliberado desses compostos no proprio corpo. Por exemplo,
as formigas, que sdo fonte de alcaloides para as ras-de-veneno, sdo produtoras de uma grande
variedade de tipos de alcaloides (Edcoubas & Blum, 1990). Devido a toxicidade e funcao
repelente, esses alcaloides sdo utilizados pelas formigas durante interagcdes agressivas e
competitivas (Adams & Traniello, 1981; Adams et al., 2013; Obin & Vander Meer, 1985). As
ras-de-veneno, por sua vez, parecem ter desenvolvido mecanismos que permitem se alimentar
desses compostos e acumular sem nenhuma adversidade. Pelo contrario, eles adquiriram
vantagens ao sequestrarem esses compostos e se defenderem dos seus proprios predadores. O
mesmo sistema acontece em insetos que sequestram metabdlitos secundarios das plantas.
Esses compostos provem prote¢do as folhas e outros 6rgaos da planta e tém fun¢ao repelente
para a grande maioria de herbivoros generalistas (e.g Pasteels, 1983; Detzel & Wink, 1995;
Wouters et al., 2016). Como forma de inativar ou reduzir a toxicidade dos metabolitos, e
ainda proporcionar uma adaptacdo contra predadores, insetos especialistas em certas espécies
de plantas possuem mecanismos que permitem que tais compostos sejam absorvidos e
transportados pelo corpo em uma forma estrutural ndo téxica. Cada espécie que sequestra um
determinado tipo de composto quimico desenvolveu mecanismos e estratégias especificas

que permitem que esse sistema funcione de forma eficiente.

Adaptacdes fisiologicas e moleculares do sequestro

A capacidade de sequestro evoluiu independentemente em diversos grupos animais
(Daly et al., 1994; Duffey, 1980; Dumbacher et al., 1992; Hutchinson et al., 2007) e, apesar
do mecanismo em si variar entre espécies e tipos de compostos quimicos, todos eles tiveram
que adaptar certos pontos em comum para que a estratégia de defesa fosse eficiente. Essa
convergéncia em diferentes grupos poderia ser resultado de um menor custo fisiologico ao
sequestrar um composto ja existente ao invés de biosintetizar (Zvereva et al., 2016). Assim,
diversas rotas metabolicas ndo precisariam existir. Entretanto, quando parametros fisiologicos
e ecologicos sdo observados, o sequestro ndo € necessariamente menos custoso ou mais
simples (Duffey, 1980; Zvereva et al., 2016). Na verdade, diversas adaptacdes sdo
necessarias, incluindo mecanismos fisioldgicos para absorver e transportar os compostos ao
mesmo tempo evitando autointoxicag¢do (Duffey, 1980) e mecanismos comportamentais,
como forrageamento, ja que dependem da dieta para adquirir a protecao quimica (Termonia
et al., 2001; Darst et al., 2005; Agrawal et al., 2012). As adaptacdes para evitar

autointoxicacdo sao similares ou até iguais a mecanismos comentados anteriormente sobre



predadores adaptados a animais quimicamente defendidos. A diferen¢a no caso de animais
que sequestram ¢ que a resisténcia deve ser eficiente o suficiente para transporte e
armazenamento de grandes quantidades do composto defensivo.

Uma das estratégias de se evitar a autointoxicagao ¢ por insensibilidade da molécula
alvo através de substituicdes nas sequéncias de aminodcidos nos sitios de ligacao (Wang &
Wang, 1999; Tarvin et al., 2016). No entanto, a insensibilidade a toxina pode afetar a
sensibilidade dos sitios de ligagdo ao seu ligante endogeno (Tarvin et al., 2017). Por isso, em
proteinas tdo conservadas quanto canais i0nicos, as substituigdes possiveis sdo restritas,
resultando em substitui¢des na mesma posi¢do de aminoacido (Ujvari et al., 2016). E o caso
da resisténcia a glicosideos cardiacos, que surgiu varias vezes independentemente entre
invertebrados e vertebrados (Dobler et al., 2012; Bramer et al., 2015; Ujvari et al., 2016;
Mohammadi et al., 2016; Holzinger & Wink, 1996; Petschenka et al., 2012) . Os dois tipos de
glicosideos cardiacos ja citados, os cardenolideos e os bufodienolideos, interagem com a
ubiqua enzima de membrana Na“/K*-ATPase, bloqueando o transporte de ions (Agrawal et
al., 2012). A regido mais importante para a ligagao desses esteroides com a enzima fica no
loop extracelular entre os dois primeiros segmentos transmembrana (H1-H2), dentre dez
existentes, da subunidade alfa (Agrawal et al., 2012). Estudos revelaram que substitui¢des em
dois aminodacidos, nas posi¢des 111 e 122 do loop do HI-H2 sdo suficientes para conferir
baixa afinidade da enzima aos esteroides e consequente resisténcia as toxinas em diversas
espécies de insetos (Dobler et al., 2012), especialmente Lepidoptera (Holzinger & Wink,
1996; Petschenka et al., 2012; Bramer et al., 2015), e em serpentes com dieta especializada
em bufonideos (Ujvari et al., 2015; Mohammadi et al., 2016).

Em ras-de-veneno, espécies do género Phyllobates tem insensibilidade ao alcaloide
presente nas suas glandulas da pele, o BTX, enquanto outras espécies da mesma familia ndo.
Essa insensibilidade se deve a algumas substitui¢cdes no segmento 6 do dominio I e IV da
subunidade alfa de canais de sddio voltagem-dependente (Wang & Wang, 1999; Tarvin et al.,
2016). Presume-se que substituicdes nesses mesmos segmentos também podem conferir
insensibilidade a pumiliotoxina e histrionicotoxina, outras duas classes de alcaloides
comumente encontrados em anfibios que sequestram alcaloide (Fig. 2; Tarvin et al., 2016).
Insensibilidade a epibatidina, outro alcaloide encontrado em ras-de-veneno, também foi
elucidada recentemente (Tarvin et al., 2017). Este alcaloide interage com receptores
nicotinicos de acetilcolina e o sitio de ligacao do alcaloide ¢ exatamente no mesmo sitio que a
acetilcolina. Apenas uma substitui¢do de aminoacidos nesse sitio foi encontrada, o suficiente

para diminuir a sensibilidade do sitio a epibatidina, mas também a acetilcolina. Encontraram,



entdo, que outras substituicdes em regides diferentes do receptor resgataram a capacidade da
acetilcolina de se ligar, mantendo a insensibilidade ao alcaloide (Tarvin et al., 2017).
Apesar de substituicdes de aminoécidos aos alvos moleculares desses compostos
proverem insensibilidade permitindo resisténcia e sequestro, elas podem nao ser suficientes
para alguns taxons devido a grande e complexa variedade de compostos que um mesmo

individuo pode possuir (Pasteels, 1983; Jeckel et al., 2015a). Um exemplo desta grande
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Figure 2. Estrutura quimica dos alcaloides comumente encontrados em ras-de-veneno.



variacdo sdo as proprias ras-de-veneno, que podem apresentar na sua pele dezenas de tipos de
alcaloides diferentes, que podem ter acdes variadas em diferentes moléculas-alvo (revisdo em
Daly et al., 2005). Por isso, além da insensibilidade, vias fisioldgicas de resisténcia e
metabolizacdo dos compostos podem ter um papel importante na prevengao da
autointoxicagao.

Algumas estratégias de metabolizacdo ja foram descritas para insetos herbivoros.
Essas estratégias servem para armazenar o composto em uma forma menos nociva ou para
facilitar o sequestro, modificando a polaridade dos compostos, ja que o transporte
transmembrana de compostos apolares ¢ mais facil, e a manutencdo de compostos polares no
citosol ¢ menos custoso (Duffey, 1980; Lindigkeit et al., 1997). Um exemplo bem estudado ¢
o das larvas de algumas espécies de mariposas. As plantas possuem alcaloides pirrolizidina
(AP) na forma N-oxidada (hidrofilica), que ¢ a forma nao toxica. Quando ingerido, o AP ¢
reduzido para sua forma de alcaloide terciéria (lipofilica) no trato digestivo, ficando
susceptivel a a¢do das enzimas monooxigenase P450. As enzimas P450 participam na
metaboliza¢do de xenobidticos lipofilicos, convertendo-os em metabdlitos excretaveis.
Porém, no caso de APs, eles convertem o alcaloide para uma forma instavel, bioativando o
composto e tornando-o toxico. Os insetos capazes de sequestrar AP possuem as enzimas
flavoproteicas que rapidamente N-oxidam o alcaloide para sua forma ndo toxica, permitindo
acimulo e armazenagem (Hartmann e Ober 2000). Essa forma de estabilizacao dos
compostos para sequestro também ocorre com a lagarta-da-raiz do milho (Diabrotica
virgifera virgifera [LeConte, 1868]). Eles sequestram benzoxazinoides (BXD) presentes na
planta do milho e acumulam principalmente na hemolinfa e na quitina do exoequeleto
(Robert et al., 2017). As plantas armazenam BXD na sua forma glicosilado, ou seja, com uma
molécula de glicose acoplada. Quando atacada por um herbivoro, no préprio citoplasma da
planta a BXD ¢ deglicosilada, se tornando toxica e fazendo com que o herbivoro cesse a
alimentacdo (Wouters et al., 2016). As lagartas, por sua vez, se alimentam desses compostos
e glicosilam os BXD no seu proprio trato digestivo, impedindo a a¢do téxica e acumulando
os compostos para defesa contra seus proprios entomopatogenos (Robert et al., 2017).

Diferente da detoxificagdo de compostos nocivos, o sistema de sequestro necessita
que os compostos mantenham sua estrutura quimica bésica intacta para manter também a sua
funcionalidade. Por isso, existe uma grande variedade de sistemas em que cada espécie
apresenta formas unicas de lidar com compostos especificos, permitindo absor¢ao, transporte

e armazenamento evitando a autointoxica¢do, mas mantendo a natureza defensiva do



composto sequestrado. Assim, o foco deste estudo ¢ o sistema de sequestro de alcaloides por

uma das linhagens de ras-de-veneno, as ras da familia Dendrobatidae.

Ras-de-veneno

Aproximadamente 160 espécies de anuros sdo capazes de sequestrar alcaloides da
dieta, formando um conjunto polifilético de ampla distribui¢do geografica chamado “ras-de-
veneno” (Fig. 3A), que inclui membros das familias Bufonidae (Melanophryniscus; Daly et
al., 1984), Dendrobatidae (géneros Ameerega, Epipedobates e subfamilia Dendrobatinae;
Myers et al., 1978), Eleutherodactylidae (parte do grupo de espécies de Eleutherodactylus
limbatus; Rodriguez et al., 2010), Mantellidae (Mantella; Daly et al., 1984) e Myobatrachidae
(Pseudophryne; Daly et al., 1984). Todos esses géneros ndo-relacionados compartilham
diversas caracteristicas, que podem estar ligados a capacidade de sequestro de alcaloides. As
ras-de-veneno sdo diurnas (Santos & Grant, 2010); sdo microfagas, ou seja, se alimentam de
presas pequenas (Toft, 1995; Bonanseira & Vaira, 2007; Moskowitz et al., 2018); tem
tamanhos similares (15—45mm de comprimento rostro-cloacal); habitam normalmente a
serapilheira dos ambientes; e geralmente apresentam colora¢do apossematica, ou seja,
coloracdo que sinaliza presenga de quimicos defensivos para predadores visualmente
orientados (Saporito et al., 2007b; Noonan & Comeault, 2008; Bordignon et al., 2018).

Dentre os dendrobatideos, a capacidade de sequestrar alcaloides parece ter surgido
pelo menos quatro vezes ao longo da filogenia da familia (Grant et al., 2017), incluindo 10
dos 16 géneros descritos (Adelphobates, Andinobates, Ameerega, Dendrobates,
Epipedobates, Minyobates, Oophaga, Paruwrobates, Phyllobates e Ranitomeya; Fig. 4), e
somando quase metade das 200 espécies da familia (Frost, 2020). Apesar da monofilia do
grupo ser bem suportada (Grant et al., 2017), a sua posi¢do em relacdo a outros anuros ainda
parece variar muito (e.g. Pyron 2014; Feng et al. 2017; Jetz and Pyron 2018). Os
dendrobatideos tem uma distribui¢do geografica ampla, desde a Nicaragua passando pela
bacia amazonica da Bolivia e sudeste brasileiro, até as Guianas (Frost, 2020).

Esse grupo ¢ famoso por suas coloragdes brilhantes (Fig. 3B) e por seu diverso e
muitas vezes complexo modo reprodugao e cuidado parental. Diferentemente do modo
classico de reproducao de anfibios em grandes corpos d’agua, os dendrobatideos desovam
nas folhas da serapilheira ou em fitotelmos de bromélias e outras cavidades naturais. Além
disso, algumas espécies possuem modos elaborados de cuidado parental, que podem envolver

desde comportamento como o transporte de girinos no dorso para fitotelmos, até provisao de



ovocitos nutritivos como a Unica fonte de alimentacao da larva. Outra caracteristica desse
grupo, que também pode estar relacionado com a reprodugdo, ¢ a grande variedade de
polimorfismo em algumas espécies. Estudo mostraram que as fémeas podem basear a sua
escolha de parceiro pela coloragdo do macho, e que a sua preferéncia pode ser resultado do
imprinting durante a fase larval, enquanto foi carregado pelos seus progenitores (Yang et al.,
2019). Todas as ras desse grupo sdo diurnos e sao forrageadores ativos, sendo que as espécies
que sequestram sao especialistas em formigas e acaros (Santos et al., 2003; Darst et al.,
2005), principal fonte dos alcaloides defensivos.

Mais de 1200 alcaloides de 28 classes estruturais diferentes ja foram reportados para o
grande grupo das ras-de-veneno (Fig. 2; Daly et al., 2005; Jeckel et al., 2019). Acredita-se
que os acaros e formigas fornecem quase todos os tipos de alcaloides encontrados na pele
desses anfibios (Saporito et al., 2004, 2007). Devido a origem dos compostos defensivos,
uma caracteristica importante desse sistema ¢ a grande variagao inter e intraespecifica de
tipos, quantidade e composicao de alcaloides. Fatores como a localizagao geografica
(Saporito et al., 2006, 2007), a estagdo (Saporito et al., 2010a), a idade e os estagios de vida
(Daly et al., 2002; Stynoski et al., 2014; Jeckel et al., 2015) e o tamanho corporal (Saporito et
al., 2010b) interferem diretamente na composic¢ao e quantidade de alcaloides presentes em
cada individuo e populagdo.

Além das causas dessa grande variagdo, as consequéncias também sdo importantes
para entender como, quanto e se essa caracteristica funciona como um mecanismo de defesa
contra os inimigos naturais das ras-de-veneno. A relagcdo da presenca de alcaloides com a
coloracdo ¢ sinalizada através da coloracdo aposemadtica desses animais para seus predadores
visualmente orientados, em especial as ras da familia Dendrobatidae (Saporito et al., 2007b;
Noonan & Comeault, 2008). A relacdo direta entre parametros visuais e a diversidade de
alcaloides, porém, ainda ¢ controversa. Alguns estudos demonstraram que individuos de
populacdes com pardmetros de brilho ou tonalidade mais altas, tendem a ser mais “toxicas”
do que individuos com a pele com coloracdo mais opaca (Summers & Clough, 2001; Maan &
Cummings, 2012). Entretanto, outros estudos encontraram relagdo inversa ou até mesmo
nenhuma relagdo entre esses fatores (Daly & Myers, 1967; Wang, 2011; Lawrence et al.,

2019). Independentemente dos valores dos parametros visuais, as coloragdes dao um sinal



Figura 3. A) Distribuigdo geografica das cinco familias de anuros que sequestram alcaloides: Eleutherodactylidae
(parte do grupo Eleutherodactylus limbatus) de Cuba, Mantellidae de Madagascar, Myobatrachidae da Australia,
Bufonidae da regido sul da América do Sul, e Dendrobatidae, da regido Neotropical das Américas Central e Sul.
B) Ras-de-veneno da familia Dendrobatidae. Da esquerda para direita, de cima para baixo: Ranitomeya amazonica,
Dendrobates auratus, Dendrobates tinctorius, Adelphobates galactonotus, Adelphobates castaneoticus, Ameerega

flavopicta (foto de M. Anganoy-Criollo), Dendrobates tinctorius, Adelphobates galactonotus.

honesto da presenca de compostos nocivos para os seus predadores visualmente orientados
(Stuckert et al., 2014, 2018).

Parte da variagdo encontrada entre individuos, populagdes e espécies também pode
ser consequéncia de variagdes no mecanismo de sequestro. Apesar de se intuir que o

mecanismo deva ser similar, se ndo igual, para as espécies que sequestram dentre os



Dendrobatidae, estudos com alimentagdo controlada de alcaloides mostram que nem sempre
o sistema responde de forma igual a todos os tipos de alcaloide. Nos primeiros experimentos
de alimentag@o com alcaloides, diferencas no sequestro entre tipos de alcaloides ja eram
evidenciados. Por exemplo, Dendrobates auratus (Girard, 1855) prontamente sequestrou as
decahidroquinolinas, pirrolidinas, indolizidinas, quinolizidinas e histrionicotoxinas oferecidas
na alimentacdo, mas nao sequestrou a pirrolidina 2,5-disubstituida nem a piperidina 2,6-
disubstituida (Daly et al., 1994). Modificacdes de alcaloides também evidenciam que nem
toda diversidade de alcaloides ¢ diretamente resultado da disponibilidade na dieta. Por
exemplo, Adelphobates castaneoticus (Caldwell & Myers, 1990), A. galactotnotus
(Steindachner, 1864) e D. auratus sequestram e hidroxilam o alcaloide PTX 251D em um
composto cinco vezes mais toxico, a alopumiliotoxina (aPTX) (+)-267A, enquanto que
Epipedobates anthony e Phyllobates bicolor sequestram PTX 251D sem modificagdes (Daly
et al., 2003). Além disso, as mesmas espécies que modificam o PTX 251D parecem ndo
sequestrar eficientemente o alcaloide decahidroquinolina (DHQ) 233F (Daly et al., 2003). A
variagdo e a especificidade do sistema ficam ainda mais complexas quando sdo oferecidos
alcaloides que ndo sdo encontrados naturalmente em certas espécies. Por exemplo, Oophaga
pumilio (Schmidt, 1857) sequestra uma forma nao natural de DHQ (apenas o esqueleto da
estrutura basica do alcaloide, sem as substituigdes naturais nas posi¢des 2 e 5), armazenando
o alcaloide nas glandulas da pele e até transferindo o alcaloide para os ovdcitos de
alimentac¢do para seus girinos (Saporito et al., 2019). Um outro exemplo ¢ a epibatidina, um
tipo de alcaloide encontrado apenas em espécies do género Ameerega e Epipedobates
(Spande et al., 1992). Quando ela foi oferecida para duas espécies do género Dendrobates,
apenas D. auratus sequestrou o alcaloide, enquanto D. tinctorius (Cuvier, 1797) nao
sequestrou (Sanchez et al., 2019). Esses exemplos demonstram que todos os alcaloides
presentes na pele desses animais provém da dieta, mas nem todos os alcaloides disponiveis na
dieta sdo sequestrados e armazenados nas glandulas da pele.

Neste contexto, o objetivo geral da presente tese de doutorado foi avaliar como o
mecanismo de sequestro pode interferir na variacao de tipos, quantidade e composi¢ao geral

de alcaloides encontrados em ras-de-veneno da familia Dendrobatidae.

Apresentacio dos capitulos da tese
Devido a grande variedade de coloragdes exuberantes e ao seu comportamento de
atividade diurna, existe um grande mercado para criadores desses anfibios como animais de

estimagao nos paises europeus e norte-americanos, ou como atragdes em zoologicos e



aquarios do mundo inteiro. Independente de questdes éticas e legais, como o possivel
incentivo a biopirataria, 0 movimento de cria¢do ex sifu de ras-de-veneno produziu uma gama
de informagdes sobre a manutencao e reproducdo das mesmas em cativeiro (Lotters et al.,
2010), facilitando a sua criacdo também para fins cientificos. Como as ras-de-veneno
adquirem as toxinas da alimentag@o, os animais nascidos em cativeiro sdo totalmente
desprovidos de qualquer tipo de alcaloide na pele. Esta caracteristica permite que
experimentos de alimentacdo controlada de alcaloides possam ser feitos em laboratorio para
testar diversas hipoteses sobre o sequestro e, também, sobre a relagdo do alcaloide com
outros fatores, como a coloracdo da pele e o0 comportamento.

Para a primeira parte deste estudo, foi eleita a espécie Adelphobates galactonotus
como modelo, por ser uma espécie brasileira que metaboliza um tipo de alcaloide (Daly et al.,
2003). Essa espécie esta distribuida na regido das florestas de varzea ao sul do rio Amazonas,
a leste do rio Tapajds e até a foz do rio Amazonas (Frost, 2020), e tem uma grande variedade
de coloracao dorsal, com populacdes que variam de amarelo, laranja e vermelho a azul claro,
todas elas contrastando com a coloragio ventral preta (Hoogmoed & Avila-Pires, 2012). Em
janeiro de 2017, foram coletados individuos adultos de A. galactonotus na Floresta Nacional
de Caxiuana, Par4, Brasil. Na regido da baia de Caxiuand, ocorrem dois morfotipos de
coloragdo contrastante, o laranja e o azul claro, cada tipo ocorrendo em lados opostos da baia
(Hoogmoed & Avila-Pires, 2012). A fim de identificar os alcaloides presentes naturalmente
nos individuos dessas duas populagdes e, para garantir o sucesso da reproducao em cativeiro
independente do morfotipo, foram coletados individuos das duas populagdes e transportados
para as dependéncias do Biotério do Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan,
em colaborag¢do com o Prof. Carlos Jared e Prof* Marta Maria Antoniazzi. Apds identificagao
de todos os individuos através de foto-identificagdo e determinacdo do sexo, através da
dilatagao relativa da regido distal da ltima falange dos dedos da mao (Létters et al., 2010),
estabeleceram-se casais para serem mantidos em terrarios apropriados para reproducdo
(Lotters et al., 2010). Dez individuos (5 de cada morfotipo) foram utilizados para avaliar a
variagdo de composi¢ao de alcaloides e de palatabilidade entre as duas populacdes. Esta fase
foi importante para a determinacao dos tipos de alcaloides sequestrados nessas populagdes e
para verificar possiveis diferencas de quantidade ou predominancia de algum determinado
tipo de alcaloide. Esse estudo resultou no capitulo 1 desta tese, intitulado “Geographically
separated orange and blue populations of the Amazonian poison frog Adelphobates
galactonotus (Anura, Dendrobatidae) do not differ in alkaloid composition or palatability”,

publicada na Chemoecology, em novembro de 2019.



Para a segunda parte deste estudo, e a primeira parte experimental, o objetivo foi
investigar se o sequestro de alcaloides, tanto no tipo quanto na quantidade, ¢ limitado pela
disponibilidade de alcaloides na dieta ou pelo proprio mecanismo de sequestro. Para
responder a pergunta, foram testados dois tipos de alcaloides, oferecidos em trés
concentragdes diferentes de cada tipo para as ras. A hipotese era de que o mecanismo de
sequestro seria o mais eficiente possivel, sequestrando todo o alcaloide disponivel,
independente da quantidade. Isso porque, como essas ras dependem do alcaloide disponivel
na alimentagdo para sequestro, os sistemas de absor¢ado, transporte e armazenagem seriam
quase que 100% eficientes. Mas, antes da finaliza¢ao desta etapa do experimento,
desenvolveu-se no laboratério um novo método de alimentagdo de alcaloides de uma forma
que fosse possivel quantificar o alcaloide oferecido e sequestrado para cada individuo
experimental.

Apesar dos aspectos ecoldgicos relacionados aos alcaloides tegumentares de ras-de-
veneno serem estudados desde os anos 1960, o sequestro s6 foi confirmado em meados de
1990. O método utilizado para experimentos de alimentagdo, desde entdo, ¢ a indugdo da
ingestao de alcaloides através de uma mistura de alcaloide em pd com a vitamina de dieta
pulverizada em drosofilas (Daly et al., 1994; Hantak et al., 2013). Os graos ficam grudados
em pequenas quantidades nas moscas e os sapos se alimentam e ingerem os alcaloides. O
sequestro ¢ entdo comprovado depois de alguns dias ou semanas de alimentacdo, analisando a
pele desses animais, através de métodos de separagao e identificagdo de compostos, como
cromatografia liquida ou gasosa acompanhada de andlise de espectrometria de massas. Esse
método de alimentacdo de alcaloides foi e ainda ¢ amplamente utilizado em experimentos de
sequestro com as diversas linhagens de ras-de-veneno (Hantak et al., 2013; Saporito et al.,
2019; Sanchez et al., 2019). A desvantagem desse método ¢ que ndo permite a quantificacao
do alcaloide ingerido, permitindo comparar eficiéncia de sequestro apenas indiretamente,
comparando propor¢do de dois ou mais alcaloides sequestrados em relagdo a proporcao
oferecida (Hantak et al., 2013).

No capitulo 2, foi descrito o novo método de administragao de alcaloide em ras-de-
veneno que consiste em, utilizando uma micropipeta, injetar uma solugdo de alcaloide
dissolvido em alcool 50% diretamente na parte posterior da boca do animal. J4 que esse
método permite a administragcdo de quantidades exatas de alcaloide no organismo, outro
método descrito foi de determinagdo da concentragdo de alcaloide a ser administrada por vez.
Como o objetivo desse experimento era testar a eficiéncia de sequestro, a quantificagdo de

alcaloide administrada por dia deveria ser biologicamente relevante. Era importante nao



exceder na quantidade administrada por dia, pois ndo havia informagao se isso poderia
desencadear outro tipo de reagcdo do animal, como uma reacao de detoxificacdo. Assim que
os protocolos de alimentacdo foram estabelecidos, neste capitulo, foi demonstrado que o
mecanismo de sequestro responde de forma diferente para cada alcaloide testado e que a
eficiéncia difere dependendo da concentragao administrada por dose. O capitulo, intitulado
“Dose dependent sequestration efficiency in poison frogs”, sera submetido a revista
Physiological and Biochemistry Zoology.

O terceiro aspecto investigado foi a distribui¢do espago-temporal do alcaloide no
corpo depois de ingerido. Ao avaliar quais 6rgdos e tecidos entram em contato com o
alcaloide antes de ser armazenado na pele, pode-se inferir que tipo de transportadores
estariam envolvidos no sequestro e onde ocorreriam os mecanismos como a modificacao de
alcaloides. A distribui¢do anatdomica dos alcaloides em animais coletados da natureza foi
reportada para poucas espécies, demonstrando presenga de alcaloides em tecidos como
figado, musculo e ovario (Grant et al., 2012; Stynoski et al., 2014). Esse tipo de avaliagao
ndo permite sugerir o envolvimento desses tecidos com o sequestro em si, pois em animais
coletados da natureza ndo se sabe quando e o que comeram pela ultima vez. Com o objetivo
de determinar a distribuicao dos alcaloides em determinados tempos depois da administragdo,
utilizou-se o método de imageamento através de espectrometro de massas (Mass
Spectrometry Imaging - MSI). Esse método separa, ioniza e detecta as substancias
diretamente do espécime, produzindo um conjunto de espectros de massa representando a
composi¢ao molecular de um pixel de uma sec¢ao de um tecido (McDonnell & Heeren,
2007). Através de um software especializado, os pixels sdo combinados para montar a
imagem final do corte analisado. A vantagem desse método sobre outros como histoquimica
ou imunohistoquimica ¢ que, além de permitir detectar mais de um tipo de composto por vez,
também ndo necessita de marcadores com afinidade especifica a determinados tipos de
moléculas. Dependendo da técnica de espectrometria de massas, ¢ dispensado qualquer tipo
de tratamento ao tecido alvo, minimizando contaminac¢ao ou lavagem da molécula (Cooks et
al., 2006). O método especifico empregado foi o chamado imageamento por espectrometria
de massas com ioniza¢ao de dessor¢do por eletrospray (DESI-MSI; Wiseman et al., 2008). O
treinamento e a obten¢do dos dados com essa técnica, de julho de 2018 a janeiro de 2019,
foram possiveis com a concessdo da Bolsa de Estagio de Pesquisa no Exterior (BEPE) pela
FAPESP e pela acolhida no laboratério do Dr. Demian Ifa, na York University, em Toronto,
Canada. Durante esse periodo, desenvolveu-se um protocolo de criosseccao e de detecgdo de

alcaloides em cortes de corpo inteiro em ras, que resultou, em abril de 2020, em uma



publicacdo de descricdo do método na Journal of Mass Spectrometry intitulado “Use of
whole-body cryosectioning and desorption electrospray ionization mass spectrometry
imaging to visualize alkaloid distribution in poison frogs” (capitulo 3).

Ao combinar o método de MSI com o método ja comumente empregado pelo nosso
grupo de pesquisa, o GC-MS, foi possivel o0 mapeamento e a quantificagcdo (em diferentes
tempos apds a administracao) de alcaloides no corpo de rds que receberam uma dose tnica de
alcaloides. Dessa forma, o objetivo desse capitulo foi determinar a distribuigdo espaco-
temporal dos alcaloides apos a ingestdo. Com esses dois métodos pudemos avaliar a rapidez
de sequestro, além da eficiéncia de uma dose Unica. Nesta terceira etapa do projeto,
desenvolvida totalmente na York University (DESI-MSI) e na John Carroll University (GC-
MS), utilizou-se como modelo a espécie Dendrobates tinctorius. Esta espécie foi usada para
estudos anteriores com alimentacdo de alcaloide e ¢ facilmente adquirida no mercado de
animais de estima¢ao nos Estados Unidos. O capitulo 4, intitulado “Sequestration timeframe
and systemic distribution of two alkaloids in a Dendrobatid poison frog”, sugere pela
primeira vez que o mecanismo de sequestro ¢ ainda mais rapido do que anteriormente
sugerido e que a distribuicdo anatomica do alcaloide ndo varia entre os dois alcaloides
testados. Este capitulo serd submetido ao Journal of Experimental Biology.

O principal aspecto que interfere na presenga de alcaloides, obviamente, ¢ a
capacidade de sequestrar ou ndo os alcaloides disponiveis na dieta. Na familia Aromobatidae,
o grupo irmao de Dendrobatidae (Grant et al., 2017), existem espécies simpatricas com varias
espécies de ras-de-veneno, porém nenhuma analise detectou acimulo de alcaloide nessas
espécies. Além disso, dentro da familia Dendrobatidae, existem diversos géneros em que
nenhum alcaloide foi detectado na pele (Fig. 4). Em um estudo (Daly et al., 1994), Allobates
talamancae (Cope, 1875; Aromobatidae) e Colostethus panamansis (Dunn, 1933;
Dendrobatidae) foram alimentados com dieta contendo alcaloides por cinco semanas, o
mesmo tratamento que as ras-de-veneno Dendrobates auratus e Phyllobates bicolor Bibron,
1840 (Dendrobatidae). As duas espécies de ras-de-veneno sequestraram eficientemente o
alcaloide provido na dieta, enquanto o Allobates e Colostethus ndo acumularam nada do

alcaloide na pele. Mesmo assim, nao foi reportado nenhum tipo de efeito adverso nessas duas
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Figura 4. Distribui¢ao filogenética da presenga e auséncia de alcaloides na pele. Em preto, os géneros em que
foram testados e foram detectados alcaloides; em branco, os géneros que foram testados e ndo foram encontrados
alcaloides; e em cinza, os géneros sem informagao sobre presenca de alcaloides. Topologia retirada de Grant et

al 2017.

espécies. Como o alcaloide provém da dieta, esses compostos devem estar expostos a
caminhos farmacocinético de um xenobiotico qualquer, sofrendo os mecanismos necessarios
para excre¢do. Independentemente do mecanismo de resisténcia a autointoxicagdo, presume-
se que a resisténcia tenha surgido antes da capacidade de sequestro (Darst et al., 2005;
Mohammadi et al., 2016). Provavelmente, nos animais que sequestram, esse caminho

metabdlico ¢ modificado para possibilitar o sequestro e o armazenamento dos compostos.



Esse caminho metabdlico, porém, pode resultar também em modificagdo de
determinados alcaloides, como comentado anteriormente. Enzimas especificas modificam
alcaloides sequestrados da dieta em outros alcaloides (Daly et al., 2003), podendo ter um
papel na diversidade dos alcaloides encontrados na pele de diferentes espécies. A tltima
etapa do projeto entdo, foi testar se a resisténcia a alcaloides ¢ plesiomorfica para ras-de-
veneno e seus parentes que nao sequestram, como membros da familia Aromobatidae. Além
disso, comparou-se a eficiéncia de sequestro e a capacidade de modificagdo de alcaloide em
diferentes espécies de ras-de-veneno em diferentes experimentos de alimentacdo de alcaloide.
Este capitulo sugere a existéncia de um mecanismo plesiomorfico em anuros para enfrentar
os efeitos nocivos dos alcaloides, e que, aparentemente, foi diminuido em ras-de-veneno,
permitindo a evolu¢do da capacidade de sequestro. O capitulo 5 ¢ intitulado “The evolution
of sequestration of alkaloids in poison frogs” e sera submetido para a Proceeding of the
National Academy of Sciences.

Todos os capitulos serdo formatados em estilo de manuscrito a ser submetido aos
jornais citados. Por questdes estéticas, as formatagdes como titulos, margem e espagamento
de linhas seguirdo o padrao sugerido pelo modelo de dissertagdes do Departamento de

Zoologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo.
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Consideracoes finais

As causas e consequéncias da variagdo na composi¢ao de alcaloides acumulados por
ras-de-veneno sdo os principais aspectos investigados para entender a evolugdo do sequestro
de alcaloides e sua importancia ecologica na protecao contra predadores e patégenos. Foi
testada, principalmente, a influéncia do mecanismo de sequestro e da sua eficiéncia, tanto na
variacdo interespecifica, quanto na variagao dos tipos de alcaloides presentes em cada
espécie. No geral, as hipdteses testadas ajudaram a avancgar o limite de conhecimento desta
area de estudo, demostrando que (1) existe uma grande variagdo na eficiéncia do sequestro
por espécie, tipo de alcaloide, concentragdo de alcaloide e modificacdo de alcaloide; (2) o
sequestro em ras-de-veneno ¢ um processo pouco eficiente; e (3) parece existir um
mecanismo plesiomorfico de detoxificacdo/degradagdo de alcaloides em anuros que permite
evitar intoxicagao.

A variagdo na eficiéncia de sequestro entre espécies e tipos de alcaloides era um
resultado esperado devido aos estudos anteriores com experimentos de alimentacao.
Entretanto, os resultados apresentados nesta tese foram os primeiros a demonstrar essa
variacdo de forma quantitativa, permitindo maior refinamento analitico nas comparagdes
entre espécies e tipos de alcaloide. Estudos futuros podem tentar explicar por que existe uma
variacdo na eficiéncia de sequestro quando a concentracdo das doses ¢ diferente, e também se
existe um efeito do nimero de doses administrado em cada organismo.

O Capitulo 2, em que foram feitos experimentos com multiplas doses, mostrou que,
para HTX, parece existir um processo endogeno de aumento da eficiéncia conforme a dose
aumenta. Esse resultado pode ser analisado em contraste com o resultado do Capitulo 4, no
qual a administra¢do de uma dose tinica desse mesmo alcaloide, ndo suscitou uma resposta
muito eficiente do mecanismo de sequestro. Em contrapartida, a quantidade de doses ou a
concentragdo da mesma néo teve efeito sobre a eficiéncia de sequestro de DHQ. E possivel
que as propriedades fisico-quimicas dos alcaloides tenham efeito direto na eficiéncia de
sequestro, como discutido no Capitulo 2. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade
de que os mesmos transportadores e outras moléculas envolvidas no mecanismo de sequestro
respondam de formas diferentes para distintas classes de alcaloides.

A modificacdo de alcaloides ¢ outro processo ainda pouco entendido. Provavelmente
essa modificacdo ocorre através da a¢do de enzimas que promovem a transformagao quimico-
estrutural da molécula e algumas destas podem ndo estar presentes em todas as espécies de

ras-de-veneno. Até mesmo espécies de um mesmo género apresentam capacidades diferentes



de modificacdo de alcaloide, como demonstrado no caso de Dendrobates auratus e D.
tinctorius, no Capitulo 5. Além da capacidade de modificacdo, ainda fica em aberto a
importancia ecoldgica, se houver, desse processo de modifica¢do na protecdo contra
predadores e patogenos. Como demonstrado no teste de palatabilidade incluido no Capitulo
1, independentemente da variacdo observada na composi¢ao dos alcaloides entre os
individuos, todos estavam igualmente protegidos de possiveis predadores quimicamente
orientados ao transmitir a mesma mensagem da presenca de compostos defensivos. Se a
capacidade de modificacdo existe para aumentar a diversidade de alcaloides presentes na
pele, ainda precisamos entender as consequéncias dessa diversidade. Como demonstrado no
Capitulo 5, a capacidade de modificacdo surgiu em apenas uma das linhagens de
Dendrobatidae que sequestram alcaloide, o que significa que ndo ¢ uma caracteristica
fundamental para o sequestro.

A dualidade entre sequestro e degradacao dos alcaloides parece ser a peca chave da
evolucdo do sequestro. Entretanto, parece contraproducente que um organismo que depende
completamente do composto sequestrado para prote¢do quimica, degrade quase metade do
que ¢ consumido (Capitulos 2, 4 e 5). Pode ser que esse mecanismo ainda esteja presente
como resquicio de uma condicao pleisiomorfica amplamente presente em anuros. Ou ainda, ¢
possivel que tal mecanismo tenha a fungdo de evitar a concentragao de grandes quantidades
de toxina absorvida no corpo em um determinado periodo de tempo, evitando
autointoxicagao.

Como perspectivas de pesquisas futuras, surgem diversas perguntas quanto a esse
mecanismo contraditorio de degradagdo que pode explicar a evolugdo dessa habilidade de
sequestrar alcaloides da dieta. Pode ser que a diminui¢do da eficiéncia de degradacdo tenha
dado oportunidade para os processos envolvidos no sequestro de alcaloides surgirem, como o
transporte e o armazenamento. Sob a perspectiva bioquimica, a pergunta ¢ sobre a identidade
e o mecanismo de acdo das enzimas que aparentemente degradam de forma eficiente os
alcaloides ingeridos, tanto pelas ras-de-veneno, quanto pelos outros anuros que nao
sequestram (A4llobates e Hyla, por exemplo, estudados no Capitulo 5). Outro aspecto
importante ¢ o 6rgdo responsavel pela degradacdo. No Capitulo 4, verificou-se que o figado
pode ter um papel importante na metabolizagdo dos alcaloides, por concentrar parte deles
mesmo depois de horas apos a sua administragdo. Mas outros 6rgaos do sistema digestivo,
como o intestino, também podem ser importantes na eficiéncia de absor¢do dos alcaloides, e

também na metabolizacdo por enzimas locais.



Em uma perspectiva evolutiva, necessitamos responder se todas as linhagens das
cinco familias de anuros, que tem a habilidade de sequestrar alcaloides, possuem mecanismos
de sequestro parecidos aos demonstrados para Dendrobatidae. Seria também a capacidade de
sequestro dos anuros pertencentes as linhagens ainda ndo investigadas pouco eficiente devido
a degradacao dos alcaloides? Caso esses grupos (ou parte deles) apresentem a capacidade de
degradacdo de alcaloides, seria 0 mecanismo bioquimico envolvido plesiomoérfico ou
convergente entre linhagens? Através de estudos de expressdo génica e identificagdo dos
possiveis genes candidatos envolvidos na degradacgdo de alcaloides, sera possivel estabelecer
uma hipdtese que relacionaré expressao génica a capacidade ou ndo de sequestro e a taxa de
degradacao de alcaloides.

O conhecimento sobre os mecanismos de sequestro em ras-de-veneno vem
aumentando pouco a pouco nos ultimos anos. Com a emergéncia das “omics”, as
possibilidades de investigagdo sobre transporte, modificagdo, degradagdo e armazenamento
de alcaloides em ras-de-veneno sdo inimeras. Nesta tese foram investigadas as influéncias do
mecanismo de sequestro sobre a variagdo de alcaloides presentes em ras-de-veneno. Os
resultados mostram que ¢ um mecanismo ainda mais complexo e multifatorial do que a
hipotese original da tese, apontando dire¢des importantes a serem tomadas em pesquisas

futuras.



Resumo

Algumas das espécies de animais evoluiram, independentemente, a capacidade de
sequestrar esses compostos da dieta. Neste mecanismo, os compostos sdo ingeridos,
absorvidos, transportados e armazenados em tecidos especializados. As espécies que sdo
capazes de sequestrar compostos da dieta desenvolveram mecanismos e estratégias
especificas que permitem eles consigam se alimentar e acumular grandes quantidades desses
compostos sem se autointoxicar. As ras-de-veneno sao o grupo de vertebrados mais estudado
que sequestra compostos defensivos da dieta. Eles sequestram alcaloides principalmente de
formigas e dcaros e os acumulam em glandulas de veneno da pele. Devido a origem dos
compostos defensivos, uma caracteristica importante desse sistema ¢ a grande variagdo inter e
intraespecifica de tipos, quantidade e composicao de alcaloides. Muitas causas ecoldgicas sao
conhecidas por interferirem diretamente nessa variagao, como a localizagdo geografica,
estacdo do ano, sexo, idade e disponibilidade de alimentos no ambiente. Entretanto, pouco se
sabe sobre o mecanismo de sequestro em si e como ele pode também ser responsavel por
grande parte da varia¢ao de alcaloides em ras-de-veneno. O objetivo geral da presente tese de
doutorado foi avaliar como o mecanismo de sequestro pode interferir na varia¢do de tipos,
quantidade e composicao geral de alcaloides encontrados em ras-de-veneno da familia
Dendrobatidae. A tese se divide em cinco capitulos em formato de manuscrito cientifico que
foram ou serdo submetidos a jornais da area. No geral, as hipoteses testadas ajudam a avancar
o limite de conhecimento desta area de estudo, demostrando que (1) existe uma grande
variacdo na eficiéncia do sequestro por espécie, tipo de alcaloide, concentragao de alcaloide e
modificacdo de alcaloide; (2) o sequestro em ras-de-veneno € um processo pouco eficiente; e
(3) parece existir um mecanismo plesiomorfico de detoxificagdo/degradacdo de alcaloides em
anuros que permite evitar intoxicacdo. Os resultados mostram que o sequestro em ras-de-
veneno ¢ um mecanismo ainda mais complexo e multifatorial do que originalmente

hipotetizado, mas apontam dire¢des importantes a serem tomadas em pesquisas futuras.



Abstract

Several species of animals independently evolved the ability to sequester compounds
from their diet. In this mechanism, compounds are ingested, absorbed, transported and stored
in specialized tissues. These species have developed mechanisms and strategies to eat and
accumulate high quantities of these chemical compounds avoiding self-intoxication. Poison
frogs are the most widely studied group of vertebrates that sequesters defense compounds
from dietary sources. They primarily sequester alkaloids from ants and mites and accumulate
them in skin poison glands. Due to the origin of defense compounds, an important
characteristic of this system is the high inter- and intraspecific variation of types, quantity and
composition of alkaloids. Ecological factors such as geographic location, season, sex, age and
life stage and body size are known to directly interfere in the composition and amount of
alkaloids present in each individual and population. However, little is known about the
mechanism of sequestration itself and how it can also be responsible for the variation of
alkaloids in poison frogs. The general objective of this doctoral thesis was to evaluate how
the sequestration mechanism affects the variation of types, quantity and general composition
of alkaloids found in poison frogs of the family Dendrobatidae. The chapters follow a
manuscript format to be submitted to their respective journals. In general, the hypotheses
tested provided more information about this area of study, demonstrating that (1) there is
wide variation in sequestration efficiency per species, alkaloid type, alkaloid concentration,
and alkaloid modification; (2) sequestration in poison frogs is an inefficient process; and (3)
there seems to be a plesiomorphic mechanism of detoxification/degradation of alkaloids in
anurans that prevents intoxication. Those results support that this mechanism is even more
complex and multifactorial than originally hypothesized, as well as point to important

directions for future research.
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