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“Pois sabemos que todas as coisas trabalham junias para o
bem daqueles que amam a Deus, daqueles a quem Ele chamou
de acordo com o Seu plano.”

Romanos, capitulo 8, versiculo 28;
Biblia Sagrada - NTLH

“Portanto, nao tenham medo de ninguem. Tudo que esta
coberto vair ser descoberto e tudo o que esta escondido sera
conhecido.”

Mateus, capitulo 10, versiculo 26;
Biblia Sagrada - NTLH

“As pessoas podem fazer seus planos, porém é o Senhor Deus
quem da a ultima palavra.”

Provérbios, capitulo 16, versiculo 1;
Biblia Sagrada - NTLH
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RESUMO

Ecologia Quimica de Melipona quadrifasciata Lepeletier, Scaptotrigona

aff. depilis Moure e Solenopsis saevissima Smith

MSc. Adriana Pianaro e Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Este trabalho teve como objetivo a comunicag¢do quimica em insetos sociais € em particular
de abelhas sem ferrdo e formigas lava-pés brasileiras. Portanto, estes dois tépicos foram abordados
em dois capitulos distintos e revelaram que:

(1) As rainhas virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados liberam uma mistura de
nerol/geraniol na razdo 1:2, respectivamente, pelas glandulas tergais. Estes monoterpenos indicam o
nivel de maturidade destas rainhas e podem estar envolvidos na selecio de uma nova rainha.
Rainhas fisogastricas de S. aff. depilis atraem machos e a partir da descoberta deste fendmeno
iniciou—se a procura dos compostos responsaveis pela atracdo sexual. As andlises dos extratos
epicuticulares, extratos abdominais, glandulas de Dufour e glandulas tergais das rainhas
fisogdstricas e virgens de S. aff. depilis revelaram ésteres no extrato das rainhas fisogéstricas. Os
testes de campo com os extratos, as fracdes dos compostos isolados de rainhas fisogdstricas de S.
aff. depilis e padrdes sintéticos revelaram que os extratos epicuticulares das rainhas fisogastricas
atraem e estimulam a copula dos machos quando adsorvidos sobre feltro preto. As fracdes e os
padrdes ndo produziram nenhuma resposta. A presenca de 2-alcandis nos extratos cefédlicos de
rainhas de M. quadrifasciata e S. aff. depilis e machos de N. testaceicornis estimulou a realizacdo
de testes de campo com 2-alcandis, os quais demonstraram que o ($)-(+)-2-heptanol e a mistura (S5)-
(+)-2-heptanol/ (S)-(+)-2-nonanol (1:1) atraem operdrias de P. droryana, N. testaceicornis e F.
silvestrii, sugerindo ser um feromo6nio de recrutamento de operdrias e envolvidos na formacgao de
leques de machos.

(2) A anélise dos alcaldides dos venenos de operdrias e rainhas de S. saevissima revelou
diferengas na composi¢do quimica intra e inter-nidal de duas regides diferentes do Brasil (Sdo Paulo
e Rio de Janeiro). Uma metodologia para acesso rdpido das configuracdes relativas e absolutas dos
alcaléides piperidinicos do veneno das formigas lava-pés foi elaborada empregando CG-EM e CG-
DIC com coluna capilar quiral Chrompack CP-chirasil-Dex CB e derivados trifluoroacetamidas e
acetamidas dos alcal6ides piperidinicos sintéticos e naturais, onde se verificou pela primeira vez a
presenga dos quatro estereoisdmeros da 2-metil-6-undecilpiperidina em venenos de formigas lava-

7z

pés.
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ABSTRACT

Chemical Ecology of Melipona quadrifasciata Lepeletier, Scaptotrigona

aff. depilis Moure and Solenopsis saevissima Smith

MSc. Adriana Pianaro and Prof. Dr. Anita Jocelyne Marsaioli

The aim of this thesis is the chemical communication of social insects and in particular of
Brazilian stingless bees and fire ants. Therefore, the results obtained in these two topics are
presented in two chapters as follows:

(1) Virgin queens of M. quadrifasciata (stingless bee) with inflated abdomens release a
mixture of nerol/ geraniol in 1:2 ratio, respectively, by tergal glands. These monoterpenes are
related to the development of these queens and may be involved in the new queen selection. S. aff.
depilis physogastric queens attract drones and this observation oriented the research to sexual
pheromones. The analysis of the epicuticular, abdominal, Dufour’s gland, and tergal gland extracts
of S.aff. depilis from physogastric and virgin queens revealed the outstanding presence of esters in
the epicuticular extracts of physogastric queens. Field tests with extracts, isolated compound
fractions of S. aff. depilis physogastric queens and synthetic standards revealed that physogastric
queen epicuticular extracts attract and stimulate mating of drones when adsorbed on black felt. The
fractions and standards produced no response. The presence of 2-alkanols in cephalic extracts of M.
quadrifasciata and S. aff. depilis queens and N. festaceicornis drones stimulated field tests with 2-
alkanols, which showed that the (S)-(+)-2-heptanol and the mixture of (S)-(+)-2-heptanol/ (S)-(+)-2-
nonanol (1:1) attract workers of P. droryana, N. testaceicornis and F. silvestrii. This biological
response is consistent with worker recruit pheromones, involved in the formation of drone swarms.

(2) Analysis of the venom alkaloids of S. saevissima workers and queens revealed
differences in the intra and internidal chemical composition of fire ants from two different regions
in Brazil (Sao Paulo and Rio de Janeiro). A methodology to rapidly access the relative and absolute
configurations of the piperidinic alkaloids from the fire ant venom was developed using GC-MS
and GC-FID with a chiral capillary column (Chrompack CP-chirasil-Dex CB) and
trifluoroacetamides and acetamides of synthetic and natural piperidinic alkaloids. This methodology
was applied to the analysis of 2-methyl-6-undecylpiperidine of S. saevissima gynes and worker
venoms from Ubatuba-SP and Pedro do Rio-RJ revealing for the first time the presence of four

stereoisomers of 2-methyl-6-undecylpiperidine in the fire ant venoms.
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Introducdo

1. Introducao

1.1. Comunicaciao quimica

A comunicac¢ao dos organismos vivos ocorre através da transmissdo de
sinais sonoros, visuais, vibracionais, tateis e, principalmente, sinais quimicos.
Especificadamente, os sinais quimicos (denominados de infoquimicos) sio
divididos em duas classes: hormonios e semioquimicos (Figura 1 abaixo). Os
hormonios sao biomoléculas responsdveis pela comunicacdo quimica entre
células de um mesmo organismo multicelular, enquanto os semioquimicos
sao biomoléculas que desencadeiam uma resposta fisiolégica ou
comportamental entre individuos da mesma espécie ou de espécies diferentes
(Billen, 2006; Francke e Schulz, 1999; Shani, 1998). Dependendo do seu
modo de a¢do, os semioquimicos podem ser classificados em feromdnios ou

aleloquimicos (Sbarbati e Osculati, 2006).

INFOQUIMICOS |

[Homenios |
Feroménios =1 = |Alelnl:|uimicns I

l

|Seminquimiccsl

Agregacao Cairomonios
Alarme Aloménios
Sexuais Sinoméonios

Trilha
Marcacao de territario

Figura 1. Terminologia de infoquimicos.
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Os feromoOnios sao empregados na comunicagdo quimica entre
individuos da mesma espécie (Figura 1), sendo normalmente compostos por
substiancias quimicas de massa molecular de at¢ 500 u (Francke e Schulz,
1999; Gullan e Cranston, 1994). Estes compostos podem ser classificados, de
acordo com a reagdo que provocam no receptor, em cinco classes principais:
1) feromdnios de agregacdo, 2) feromoOnios de marcacdo de territorio, 3)
feromoOnios de trilha, 4) feromonios de alarme e 5) feromoOnios sexuais. Os
feromonios de agregacao sao utilizados para a aglomeracao de individuos da
mesma espécie, por exemplo, para o uso maximo de uma fonte de alimento, o
combate de intrusos no ninho e a localizacio de companheiros. Os
feromonios de marcacio de territério sdao empregados para repelir
competidores de fontes de alimento ou para a marcacdo de territérios por
machos. Os feromonios de trilha sao utilizados por muitos insetos sociais
para marcar uma trilha particular entre a fonte de alimento e o ninho. Os
feromonios de alarme sio liberados quando um intruso ou um predador estd
proximo ao ninho, o que induz uma defesa agressiva em insetos sociais. E por
tltimo, os feromonios sexuais que sdo compostos utilizados por machos e
fémeas para atracdo e acasalamento. A produgdo e a libera¢do dos feromonios
sexuais de atracdo tendem a ser restrita a um dos sexos, na maioria das vezes
sdo as fémeas que liberam estes compostos. Os feromodnios que desencadeiam
sequéncias comportamentais de corte e copula agem a curta distancia e podem
ser simplesmente uma alta concentracio do feromoénio de atracio ou uma
mistura de compostos afrodisiacos que estimulam o acasalamento (Francke e
Schulz, 1999; Gullan e Cranston, 1994).

Os feromo6nios podem afetar o sistema nervoso central de duas formas
distintas, desencadeando uma resposta comportamental imediata apOs

recepcao, feromonios liberadores (“releasers”), por exemplo, os feromonios
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que causam atracdo sexual, comportamento de defesa e agregacdo. O outro
tipo sdo feromOnios de efeito retardado, com modificagdo fisiolégica do
receptor em longo prazo, denominados de feromoOnios iniciadores
(“primers”), por exemplo, feromdnios que estimulam a determinacao de castas
em cupins e os ciclos menstruais em humanos e outros mamiferos (Regnier e
Law, 1968; Wyatt, 2003). No entanto, este tipo de divisdo € apenas uma
classificacdo aproximada porque muitos feromonios t€m ambos os papéis. Por
exemplo, os feromonios da rainha de Apis mellifera Linnacus que em vOo
nupcial atraem machos (feromonios liberadores) e quando a rainha estd dentro
da colonia, estes feromdnios agem como modificadores fisiologicos e
comportamentais nas operdrias (feromonios iniciadores) interrompendo o
desenvolvimento dos ovdrios e também as atividades de criacdo de novas
rainhas (Maisonnasse et al., 2010; Regnier e Law, 1968; Wyatt, 2003).

A distancia percorrida por um feroménio para a transmissdo de uma
mensagem depende de alguns fatores, como sua volatibilidade, sua
estabilidade no ar, sua velocidade de difusdo, a estereoquimica dos compostos
envolvidos, a eficiéncia olfatéria do receptor (seus quimioreceptores) € as
correntes de ar. Um exemplo cldssico encontrado na literatura é o feromonio
sexual da mariposa fémea do bicho-da-seda Bombyx mori Linnaeus, o
(10E,127)-hexadeca-10,12-dien-1-0l,  conhecido = popularmente = como
bombicol (Figura 2). Este composto foi o primeiro feromdnio sexual isolado e
identificado, o qual esta localizado no ultimo segmento abdominal das fémeas.
Testes bioldgicos com machos de B. mori Linnaeus demonstraram que o0s
insetos respondem exclusivamente ao isomero geométrico (10E,12Z)-
hexadeca-10,12-dien-1-ol ao invés dos outros trés isdmeros possiveis, sendo
que uma Unica mudanga na estereoquimica de uma das duplas ligagdes do

bombicol diminuiu a sua atividade biolégica em bilhdes de vezes. Isto
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demonstra a atividade impressionante de um Unico isOmero atribuida a alta
eficiéncia e seletividade dos quimioreceptores dos machos de B. mori (Morti,

1998; Regnier e Law, 1968).

HO

Figura 2. Bombicol, feromdnio sexual da mariposa fémea do bicho-da-seda Bombyx mori
Linnaeus. Figura retirada de Sarah (2012).

Os aleloquimicos formam outra classe de semioquimicos (Figura 1) que
mediam a comunicacdo quimica entre individuos de espécies diferentes. Os
aleloquimicos estdo subdivididos em trés subgrupos: “cairomoénios” que sao
moléculas que beneficiam o organismo receptor, “alomonios” que beneficiam
0o emissor € “sinomoOnios” que beneficiam ambos, receptor e emissor
(Harborne, 2001; Mori, 1998). Estudos envolvendo os infoquimicos fazem
parte da Ecologia Quimica, a qual estuda as funcdes das substancias quimicas
liberadas nas interagdes entre os mais variados organismos (Francke e Schulz,

1999).
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Figura 3. Principais glandulas exdcrinas nos insetos sociais. Figura modificada de Billen
(2006).

A comunica¢do quimica de insetos sociais da ordem Hymenoptera
(abelhas, vespas e formigas) e da ordem Isoptera (cupins) € bem conhecida. O
modo de vida social destes insetos, em constante contato com O0S
companheiros do ninho, permitiu o desenvolvimento de um sistema de
comunicacdo eficiente através de sinais quimicos liberados por glandulas
exdcrinas (Figura 3 acima). Estima-se que aproximadamente 105 glandulas
exdcrinas estdo presentes no corpo dos insetos sociais € que 0s compostos
liberados por estas glandulas possuem func¢des especificas (Figura 3), por
exemplo, na produc¢do de material para a construcao do ninho (glandulas de
cera), comunicacdo quimica entre os companheiros (glandula mandibular),

diferenciacdo hierarquia das castas (glandula de cera e glandula de Dufour),
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compostos de defesa (glandula de veneno), entre outras fungdes. Sabe-se que a
mistura secretada ou somente um componente pode agir como semioquimico
(Billen, 2006; Gullan e Cranston, 1994; Hefetz, 1987; Sbarbati e Osculati,
2006).

As abelhas e as formigas sdo exemplos de insetos sociais com

comunidades organizadas e que possuem colonias com muitos individuos.

1.2. As abelhas

As abelhas, segundo Silveira e colaboradores (2002), estdao reunidas na
superfamilia Apoidea que € constituida por nove familias: Andrenidae,
Apidae, Colletidae, Dasypodaidae, Halictidae, Megachilidae, Meganomiidae,
Melittidae e Stenotritidae. Existem aproximadamente 20000 espécies de
abelhas no mundo e um quarto destas espécies estdo presentes no Brasil (Bell
e Cardé, 1984; Gullan e Cranston, 1994; Nogueira-Neto, 1997; Roubik, 1989,
Silveira et al., 2002).

As abelhas sdo classificadas em trés categorias: solitarias, parasitas e
sociais. A maioria das espécies de abelhas sdo abelhas solitarias (~ 80%),
pois a fémea acaba morrendo antes de suas proles nascerem e ndo ha contato
entre as geracoes. A fémea da abelha solitaria constréi e cuida do seu proprio
ninho individualmente que € constituido por vérias células individuais de cria.
Outra categoria de abelhas sdo as abelhas parasitas (~ 15% das espécies de
abelhas), as quais utilizam células de cria de outras espécies de abelhas para
ovipositar'. As larvas destas abelhas parasitas sobrevivem com o alimento das
células de cria invadidas e, por isso, acabam matando as larvas da abelha

hospedeira. Finalmente, a minoria das espécies de abelhas sdo abelhas sociais

! Ovipositar: ato da postura de ovos (botar).
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(~ 5%), isto €, abelhas que vivem em colonias com varios individuos e as
fémeas dividem-se em castas: operdrias e rainhas (Alves-dos-Santos et al.,
2007). Entre as abelhas sociais destacam-se as abelhas européias (Apis
mellifera mellifera Linnaeus) e as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata
Lepeletier) por serem popularmente conhecidas como abelhas muito
agressivas e otimas produtoras de mel (Michener, 2000; Roubik, 1989).

As abelhas sociais pertencentes a subtribo Meliponina (familia: Apidae)
sdo conhecidas como ‘meliponineos’ (nome em homenagem a subtribo) ou
‘abelhas sem ferrdo’, pois possuem um ferrdo® atrofiado ou ausente
(Nogueira-Neto, 1970, 1997).

As abelhas sem ferrdo sdo pantropicais’ e eusociais’. Segundo Silveira e
colaboradores (2002), os meliponineos brasileiros podem ser classificados em
27 géneros: Aparatrigona, Camargoia, Cephalotrigona, Duckeola, Fliesella,
Frieseomelitta, Geotrigona, Lestrimelitta, Leurotrigona, Melipona, Mourella,
Nannotrigona, Nogueirapis, Oxytrigona, Paratrigona, Partamona, Plebeia,
Ptilotrigona, Scaptotrigona, Scaura, Schwarziana, Schwarzula, Tetragona,
Tetragonisca, Trichotrigona, Trigona e Trigonisca. Estas abelhas sado
responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo da flora nativa do Brasil (Bell e
Cardé, 1984; Kerr et al., 1996, Silveira et al., 2002).

Todas as espécies de abelhas sem ferrdo produzem muitas rainhas
virgens® (Figura 4A) durante todo o ano, sendo uma maneira de evitar que o
ninho permanecga sem uma rainha-mée ou rainha fisogastrica® (Figuras 4B e

4C), e também é uma maneira das operdrias testarem a qualidade da rainha

? Ferrdo: instrumento de defesa localizado no abdome das fémeas dos hymenopteras.

3 Pantropicais: ocorrem somente nas regides tropicais e subtropicais.

* Eusociais; vivem em coldnias permanentes com divisdes de castas, divisdes de trabalho e com contato entre
as geracoes.

> Rainhas virgens: rainhas que ainda ndo acasalaram com os machos.

% Rainha fisogastrica: rainha responsivel pela postura dos ovos que originam todas as outras castas do ninho
e que possui um abdome bem desenvolvido.
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fisogastrica que, dependendo de sua condi¢do, pode ser substituida por uma de
suas filhas com maior qualidade de reproducdo (Imperatriz-Fonseca e Zucchi,

1995; Koedam et al., 1995; Silva et al., 1972; Tarpy e Gilley, 2004).

Figura 4. (A) Vista lateral de rainha virgem de Melipona quadrifasciata anthidioides
Lepeletier; (B) rainha fisogdastrica de Melipona quadrifasciata Lepeletier; e (C) rainha
fisogdstrica de Tetragonisca angustula Latreille. Figuras retiradas de Melipona
quadrifasciata anthidioides Lepeletier (2010) e rainhas no favo (2010).

As rainhas virgens de Paratrigona subnuda Moure, Melipona
quadrifasciata Lepeletier e M. favosa Fabricius, alguns dias depois de
emergirem’ do favo de cria, correm rapidamente dentro do ninho, batendo as
asas e realizando contatos trofaldxicos® e de antenas com as operdrias de corte
(Koedam et al., 1995; Silva et al., 1972). Nesta fase do desenvolvimento foi
observado que as rainhas virgens recém-emergidas de Melipona sao
fortemente agredidas pelas operdrias, sofrendo perseguicdes, empurroes €
mordidas (Figuras 5SA e 5B), levando a morte eventual de muitas destas
rainhas (Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995; Tarpy e Gilley, 2004; Van Veen
et al., 1999; Wenseleers et al., 2004).

7 Emergir: nascer, sair.
¥ Trofalaxia: é um processo de alimentacio em que um individuo transfere para outro o alimento que se
encontra dentro do seu préprio tubo digestivo por regurgitacio.
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Figura 5. Desenhos baseados em fotografias da execucdo de rainhas virgens por operdrias
em Melipona beecheii Bennett: (A) procedimento de decaptacdo realizado por uma operaria
que assume uma posi¢ao atrds da rainha virgem, removendo sua cabeca com as mandibulas;
e (B) pequeno grupo de operdrias puxando as extremidades da rainha virgem. Figuras
retiradas e modificadas de Wenseleers et al. (2004).

Este processo de selecio ou eliminacdo de rainhas virgens pelas
operarias de Melipona € marcado por uma mudanga brusca no comportamento

destas rainhas, que entao inflam o abdome’. Este fendmeno nio foi observado

em outros géneros de abelha sem ferrdo (Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995).
As rainhas virgens de abdome inflado buscam expd-lo para todas as operarias
através de movimentos circulares. Em algumas espécies, como em M.
quadrifasciata Lepeletier e M. marginata Lepeletier, as rainhas virgens no
auge do periodo atrativo, além de realizar movimentos circulares, esfregam o
abdome inflado na cabeca das operarias (Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995).
Possivelmente as rainhas virgens de abdome inflado liberam algum feromo6nio
para sinalizar o potencial reprodutivo para as operdrias (Imperatriz-Fonseca e
Zucchi, 1995; Koedam et al., 1995; Van Veen et al., 1999). Curiosamente, a
rainha virgem de M. beecheii Bennett que € selecionada pelas operérias para
ser a rainha-mae (rainha no ultimo estdgio de desenvolvimento) é sempre

aquela que permanece com este alongamento do abdome por um periodo de

° Inflar o0 abdome: ato de alongar ou extender o abdome.
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tempo mais prolongado. No entanto, a maioria das rainhas virgens de M.
beecheii Bennett acaba sendo eliminadas pelas operdrias antes mesmo deste
estdgio de abdome inflado (80,4% das rainhas virgens) (Van Veen et al.,
1999).

O percurso da vida de uma rainha até tornar-se a rainha-mie de um
ninho é sempre iniciado pelo processo de selecdo das rainhas virgens pelas
operdrias (Imperatriz-Fonseca e Zucchi, 1995; Wenseleers et al., 2004). Neste
mesmo periodo de tempo, proximo a entrada do ninho em espécies como
Scaptotrigona postica Latreille, Scaptotrigona aff. depilis Moure e
Tetragonisca angustula Latreille ocorre a formacdo de aglomeracdes de
machos a espera da rainha virgem selecionada (Figura 6), a qual emergird do
ninho para o voo nupcial (Engels, 1987; Van Veen e Sommeijer, 2000).
Poucos relatos existem sobre o acasalamento das abelhas sem ferrdo, mas
sabe-se que ao retornar do voo nupcial, a rainha possui um “sinal de
acasalamento” que € o 6rgdo genital do macho acoplado a genitdlia, o que
indica que a rainha realizou pelo menos uma cépula'® (Imperatriz-Fonseca e
Zucchi, 1995; Imperatriz-Fonseca et al., 1998; Silva et al., 1972). O vo6o
nupcial € realizado uma tnica vez pelas rainhas das abelhas sem ferrdo porque
apos o acasalamento, a rainha torna-se a rainha fisogdstrica, ou rainha-mae,
com um abdome grande e cheio de ovos que a impossibilita de voar
novamente e a faz permaner constantemente no ninho até ser substituida por

outra rainha (Carvalho-Zilse e Kerr, 2004; Peters et al., 1999).

10 Copula: ato de acasalamento da rainha com um macho.
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Figura 6. Aglomeracdo de machos de Scaptotrigona aff. depilis Moure ao lado da entrada
do ninho. Foto: Adriana Pianaro.

Campos e Melo (1990) observaram que as rainhas fisogastricas de M.
quadrifasciata Lepeletier atraem os machos e podem realizar novamente a
cOpula, mesmo ndo executando o voo nupcial. Este fendmeno foi reportado
pela primeira vez por Sakagami e Laroca (1953) com uma rainha fisogastrica
da abelha sem ferrdo Lestrimelitta ehrhardti Friese, sugerindo que o
acasalamento multiplo, com mais de um macho, pode acontecer na
manipulacdo das colonias de abelhas sem ferrdo (Campos e Melo, 1990;
Sakagami e Laroca, 1953).

As operarias das abelhas sem ferrdo realizam a maior parte dos
trabalhos na col6nia e sdo diferenciadas dos machos e das rainhas pela
presenca de uma concavidade nas pernas posteriores, denominada de corbicula
(Figuras 7A e 7B). As operdrias também podem realizar a postura de ovos
(operarias poedeiras), sendo que todos os ovos produzidos por estas
operdrias originam somente machos porque sio ovos que ndo sofreram
fecundacao (Figura 7C). Os machos também podem ser originados de ovos da

rainha fisogéstrica (Figura 7D). A udnica funcdo conhecida para os machos de
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meliponineos € a reproducio, a mesma fungao de todos os machos em insetos

sociais (Bell e Cardé, 1984; Lacerda e Simdes, 2006; Nogueira-Neto, 1997).

Figura 7. Fotos das diferentes castas de Melipona rufiventris Lepeletier: (A) vista lateral de
uma operdria; (B) vista lateral da perna posterior da operaria, em destaque a corbicula; (C)
vista lateral do macho; e (D) rainha fisogastrica. Figuras retiradas de Melipona rufiventris
Lepeletier (2012) e rainhas no favo (2010).

1.2.1. Comunicacao quimica das abelhas sem ferrao

As abelhas sem ferrdo, como os demais insetos sociais, possuem um
sistema de comunicacdo que € importante para a organizacdo social em
rainhas, operdrias e machos. A sinalizacao quimica é o seu principal meio de
comunicagio, uma vez que a liberacdo de compostos voldteis ou a presenca de
compostos ndo voléteis em partes especificas do corpo destes insetos mediam
suas respostas comportamentais dentro e fora do ninho (Jungnickel et al.,

2004; Nunes et al., 2011).

14



Introducdo

Existem aproximadamente 400 espécies de abelhas sem ferrdo e ainda
muito pouco se sabe sobre a comunica¢do quimica destas abelhas (Nunes et
al., 2009a). Entre os trabalhos ja relatados com abelhas sem ferrdo destacam-
se as determinacdes da composicdo quimica e funcdes bioldgicas de
compostos liberados pelas glandulas de cera, glandula de Dufour, glandulas

mandibulares e glandulas labiais (Figura 8).

glandulas labiais
glandula glandulas tergais
hipofarin<ana / .‘ \

glandula de
.. _Nasanov

(o)
C/\:\/:\/\ Hexanoato de hexila

0O

Isobutirato de hexacosanila
/\/\/\0

Octanoato de hexila

(o}

m o
Octanoato de geranila )\/VJ\/\)\A O/‘k

Acetato de farnesila

Figura 8. Compostos voldteis identificados em abelhas sem ferrdo. As estruturas dos
compostos estdo coloridas de acordo com a cor que representa a glandula onde foram
localizados. Figura de uma abelha modificada de Billen (2006).
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Os lipideos cuticulares das abelhas sem ferrdo siao principalmente
constituidos por hidrocarbonetos (alcanos, metil alcanos, alcenos e alcadienos)
com cadeias de 15 a 35 atomos de carbono e em algumas espécies, estes
lipideos cuticulares também possuem outras classes de compostos, por
exemplo, terpenos em Nannotrigona testaceicornis lLepeletier e Plebeia
droryana Friese, ésteres em M. scutellaris Latreille e 4lcoois, dacidos
carboxilicos, aldeidos e ésteres em Frieseomelitta varia Lepeletier (Nunes et
al., 2009a; Pianaro et al., 2007, 2009). Estes compostos cuticulares em insetos
sociais sdo responsdveis pelo reconhecimento dos companheiros de um
mesmo ninho, pela identificacdo de membros de castas diferentes e podem
auxiliar na quimiotaxonomia das espécies, pois sao espécie-especificos, além
de serem importantes para evitar a dessecacio da cuticula'' (Ferreira-Caliman
et al., 2010; Nunes et al., 2011; Singer, 1998).

A andlise dos hidrocarbonetos cuticulares da abelha sem ferrdo F. varia
Lepeletier demonstrou que as rainhas fisogastricas possuiam uma composi¢ao
quimica distinta em relacdo as demais castas (operdrias e rainhas virgens) e
aos machos, com altas abundancias relativas de alcenos (C25:1, C27:1, C29:1
e C31:1) e alcadienos (C29:2 e C31:2) (Nunes et al., 2009a). Entretanto, a
comparacdao dos hidrocarbonetos cuticulares de operdrias, machos (recém-
emergidos e mais velhos) e rainhas virgens de F. varia Lepeletier revelou
diferencas nas proporcoes de alcanos, alcenos e metil alcanos, mas sempre os
mesmos compostos majoritdrios (pentacosano, heptacosano e nonacosano)
estavam presentes em todas as castas. De acordo com Nunes e colaboradores
(2009b), a diferenca na composicdo dos hidrocarbonetos cuticulares de

individuos mais jovens e mais velhos do mesmo ninho € devido ao tempo de

' Cuticula: exoesqueleto; cobertura resistente e flexivel do corpo.
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exposicdo das abelhas com a cera de construcdo do ninho, o cerume'?, que
pode resultar na transferéncia de alguns lipideos do material do ninho para a
cuticula dos individuos mais jovens proporcionando uma caracteristica
especifica para cada colonia de abelha sem ferrdo (Nunes et al., 2009b).

As operdrias e as rainhas virgens de M. bicolor Lepeletier produzem
placas transparentes de cera liberadas pelas glandulas de cera localizadas no
abdome (Figura 8 acima), as quais possuem a mesma composicao quimica em
ambas castas, sendo constituidas de ésteres de cadeia longa (acetato de
tetracosanila, acetato de hexacosanila, acetato de octacosanila, acetato de
triacontanila, acetato de dotriacontanila, isobutirato de octacosanila e
1sobutirato de triacontanila), alcanos (C21 a C31), alcenos (C21:1 a C31:1) e
pequenas quantidades de aldeidos lineares (docosanal, tetracosenal,
tetracosanal, hexacosanal, octacosanal e triacontanal). Entretanto, o isobutirato
de tetracosanila e o isobutirato de hexacosanila (Figura 8) foram encontrados
somente nas ceras das rainhas virgens de M. bicolor Lepeletier (Koedam et
al., 2002). Estas diferengas observadas nas ceras das abelhas sem ferrdo estdao
de acordo com os varios estudos realizados com insetos sociais, 0s quais
sugerem que compostos podem ser usados como sinais quimicos para repassar
informagdes sobre a casta, a idade, o sexo e o estado reprodutivo dos
individuos (Howard e Blomquist, 2005).

Outra glandula estudada nas abelhas sem ferrdo é a glandula de
Dufour, localizada no abdome (Figura 8 acima). A andlise da composiciao
quimica da secrecdo da glandula de Dufour de operarias de N. testaceicornis
Lepeletier revelou a presenca majoritiria de um éster diterpénico, o acetato de
trans-geranilgeranila (Figura 8), e tanto as amostras do Brasil como as do

México possuiam a mesma composi¢do (Cruz-Lopez et al., 2001). Em

'> Cerume: mistura da cera produzida pelas abelhas com resinas de plantas.
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Scaptotrigona mexicana Guérin-Méneville, a composicdo das secrecoes da
glandula de Dufour de rainhas virgens e rainhas fisogdstricas revelaram
diferencas na composi¢cdo quimica. O extrato da glandula de Dufour das
rainhas fisogastricas de S. mexicana Guérin-Méneville € constituido por
ésteres (principalmente hexanoato de hexila e octanoato de hexila; Figura 8),
enquanto a glandula de Dufour das rainhas virgens € constituida por alcoois
(2-heptanol, 2-nonanol, undecadien-2-ol, undecen-2-ol, 2-undecanol), cetonas
(2-heptanona e 2-nonanona), um alcano (C10) e ésteres (hexanoato de hexila e
octanoato de hexila). Até o presente momento, nenhuma funcao especifica foi
descoberta para a glandula de Dufour em abelhas sem ferrdo (Grajales-Conesa
et al., 2007).

As glandulas mandibulares e labiais (Figura 8 acima) produzem
compostos voldteis que pela sua acdo no ambiente destas abelhas agem como
feromonios de trilha ou feromonios de alarme (Barth et al., 2008; Cruz-Lépez
et al., 2005). O extrato das glandulas mandibulares das operdrias de M.
beecheii Bennett contém uma mistura de hidrocarbonetos saturados e
insaturados, terpenoides e compostos oxigenados. O geraniol e o acetato de
farnesila (Figura 8), presentes no extrato, induziram o ataque de operdrias ao
fantoche testado em bioensaio, concluindo que estes compostos agem como
feromonios de alarme (Cruz-Lépez et al., 2005). O decanoato de hexila e o
octanoato de octila, compostos majoritarios dos extratos das glandulas labiais
das operérias forrageiras de Trigona recursa Smith e T. spinipes Fabricius,
respectivamente (Figuras 9 A-D), foram os primeiros feromonios de trilha

identificados nas abelhas sem ferrao (Barth et al., 2008).
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Figura 9. (A) Operdria forrageira de Trigona recursa Smith depositando marca de cheiro
em uma folha; (B) glandulas labiais de operdria forrageira de Trigona recursa Smith; (C)
cromatograma de fons do extrato das glandulas labiais de operarias forrageiras de Trigona
recursa Smith, em destaque o decanoato de hexila; e (D) cromatogramas de CG-DIC e CG-
EM dos extratos das glandulas labiais de Trigona spinipis Fabricius, em destaque o
octanoato de octila. Figuras modificadas de Jarau et al. (2006) e Schorkopf et al. (2007).

O decanoato de hexila e os extratos das glandulas labiais e mandibulares
de T. recursa Smith foram testados em trilhas de cheiro artificiais e
verificaram-se que 35% das abelhas testadas seguiram as trilhas do extrato da
glandula labial, 10% das abelhas seguiram a trilha com decanoato de hexila e
uma porcentagem muito pequena (0,4%) das abelhas seguiu a trilha do extrato

das glandulas mandibulares (Jarau et al., 2006). Em T. spinipes Fabricius, as
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trilhas de cheiro artificiais feitas com o octanoato de octila sintético foram tao
atrativas para as abelhas como as trilhas com o extrato das glandulas labiais.
Estes bioensaios confirmaram a deposicdo de feromoOnios de trilha pelas
operarias forrageiras das abelhas sem ferrio em substratos s6lidos entre o
alimento e o ninho para sinaliza¢ao do caminho (Schorkopf et al., 2007).

As andlises dos extratos das glandulas labiais de operarias forrageiras de
T. corvina Cockerell revelaram a presenca de ésteres de cadeia longa
(hexanoato de octila, octanoato de octila, hexanoato de decila, decanoato de
octila, decanoato de decila e decanoato de decila) e ésteres terpé€nicos
(octanoato de geranila e decanoato de geranila) (Jarau et al., 2010a). Os
extratos das glandulas labiais de operarias forrageiras de trés ninhos diferentes
apresentaram a mesma composi¢do quimica, mas com proporcoes relativas
diferentes, o que segundo Jarau e colaboradores (2010a) devem servir para
evitar confusdes nas trilhas depositadas por operarias de ninhos diferentes e
diminuir a competi¢do pela fonte de alimento. Os testes com um cromatdgrafo
a gas acoplado a um detector eletroantenografico (CG-DEA) demonstraram
que todos os ésteres apresentaram resposta positiva para os quimioreceptores
das antenas de operdrias forrageiras de 7. corvina Cockerell (Figura 10) e os
bioensaios revelaram que os extratos das glandulas labiais atraiam as
operdrias, ao contrdrio da mistura sintética dos compostos que ndo apresentou

nenhuma resposta (Jarau et al., 2010a).
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Figura 10. Cromatograma de ionizacdo em chama (DIC) do extrato das glandulas labiais
de operdrias forrageiras de Trigona corvina Cockerell e simultaneamente a obtencdo das
respostas dos quimioreceptores da antena de uma operdria do mesmo ninho por deteccdo
eletroantenogréifica (DEA). Os nomes dos compostos ativos fisiologicamente sao colocados

no cromatograma. ui = composto nao identificado. Figura modificada de Jarau et al.
(2010a).

A descoberta dos feromoOnios sexuais das abelhas sem ferrdo é o mais
novo desafio no estudo da comunicagdo quimica destas abelhas, pois pouco se
sabe sobre estes feromonios (Engels e Engels, 1988; Verdugo-Dardon et al.,
2011). A dificuldade é descobrir 0 momento exato no qual as rainhas virgens
estdo prontas para a cOpula e liberando os feromOnios sexuais. Sabe-se que as
rainhas virgens de S. postica Latreille tornam-se atrativas aos machos com 10
a 14 dias ap6s emergéncia dos favos de cria (Engels e Engels, 1988; Menezes,
2010).

A multiplica¢do de coldnias empregando técnicas de produgdo, como a
producdo em laboratério de rainhas in vitro, estd sendo aplicada em abelhas

sem ferrdo para auxiliar no aproveitamento do maior numero possivel de
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rainhas que nascem no ninho (Menezes, 2010). Além disso, a multiplicacdo de
colonias das abelhas sem ferrdo € de extrema importincia agricola e
comercial, visto que estas abelhas sdo polinizadoras de vdrias culturas
agricolas, como o tomate (Santos et al., 2009), o pepino (Santos et al., 2008) e
o morango (Roselino et al., 2009), os quais produzem uma quantidade maior
de frutos deformados e menores quando ndo polinizados por estas abelhas
(Heard, 1999; Slaa et al., 2006). A descoberta dos feromOnios sexuais
envolvidos na atratividade de machos e rainhas visa auxiliar na multiplicagao
de colOnias através da producao de rainhas in vitro.

Uma revisdo geral sobre abelhas e sobre a comunica¢do quimica de
abelhas sem ferrdao foi apresentada, na sequéncia serd relatada uma revisao

sobre formigas.

1.3. As formigas

As formigas s@o insetos eusociais pertencentes a familia Formicidae,
ordem Hymenoptera. Estima-se que mais de 12000 espécies de formigas ja
foram descritas (Gullan e Cranston, 1994; Schultz, 2000; Ward, 2007).

Estes insetos possuem coldnias poliginicas'> ou monoginicas'’. Além
disso, algumas espécies de formigas possuem somente operdrias
monomdrficas'”, mas existem espécies que possuem operdrias polimérficas'
com subcastas distintas que sdo descritas de acordo com seus tamanhos em
operdrias grandes ou pequenas (Figura 11). O polimorfismo em formigas €

acompanhado do polietismo, isto €, a rainha exerce a funcdo restrita da

1> Colénias poliginicas: colonias com virias rainhas fisogdstricas.

' Coldnias monoginicas: coldnias com uma tinica rainha fisogdstrica.
' Operirias monomérficas: operdrias com um tinico tamanho.

'® Operirias polimérficas: operarias com vérios tamanhos.
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oviposi¢ao (a unica que coloca 0os ovos) € as operarias exercem todas as outras
fun¢cdes no ninho. Se as operérias sio monomorficas existe o polietismo de
idade, quando sao operdrias jovens cuidam dos afazeres internos do ninho e ja
como operdrias mais velhas fazem o forrageamento, isto €, a coleta de
alimentos e materiais de construcdo. Se as operdrias sdo polimoérficas, a
subcasta de operarias grandes possui a fung¢do de soldados com a
responsabilidade de defesa do ninho. Em algumas espécies do género
Solenopsis, as operdrias possuem ovarios reduzidos, por isso sdo estéres,
enquanto em outras espécies de Solenopsis, as operdrias tém ovarios
funcionais e produzem a maioria dos machos da coldnia, originados de ovos

nao fertilizados (Araujo e Tschinkel, 2010; Gullan e Cranston, 1994).

Rainhas

Figura 11. Polimorfismo de uma coldnia poliginica da formiga Solenopsis invicta Buren,
em destaque ao lado esquerdo as rainhas multiplas do ninho. A circunferéncia demonstra a
varia¢do do tamanho das operdrias. Figura retirada de Araujo e Tschinkel (2010).

As formigas sdo atualmente classificadas em 25 subfamilias, entre elas
esta a subfamilia Myrmicinae, na qual estdo classificadas as formigas do
género Solenopsis (Ward, 2007).
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1.3.1. Formigas do género Solenopsis

As formigas Solenopsis sdo conhecidas mundialmente como “fire ants”,
devido ao efeito ardido de suas picadas, e no Brasil sdo conhecidas
popularmente como formigas “lava-pés”. Estas formigas sdo muito agressivas
e consideradas uma praga que afeta os seres humanos, a agricultura e a
pecudria. Entre as varias espécies de Solenopsis, as espécies que se destacam
mundialmente pela agressividade em humanos sdo S. invicta Buren, S. richteri
Forel, S. geminata Fabricius, S. saevissima Smith, S. xyloni McCook e S.
aurea Wheeler (Attygalle e Morgan, 1984; Chen et al., 2009a; Hoffman,
2010).

O veneno produzido pelas formigas Solenopsis (Figura 12) possui
propriedades inseticidas, fungicidas, bactericidas e hemoliticas (Attygalle e
Morgan, 1984; Chen e Fadamiro, 2009b, 2009c; Deslippe e Guo, 2000; Jones
etal., 1982; Leclercq et al., 1994). A injecdo do veneno em humanos alérgicos
causa reagdes locais persistentes, por exemplo, formacgao de pustulas e necrose
da epiderme (Deslippe e Guo, 2000; Fernandez-Meléndez et al., 2007).
Alguns estudos apontam as proteinas que constituem O veneno,
aproximadamente 0,1%, como responsaveis por estas reagoes alérgicas (Baer

et al., 1979; Fernandez-Meléndez et al., 2007; Hoffman et al., 1988, 2010).
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Figura 12. O ferrdo e a secrecdo de veneno de uma operdria da formiga Solenopsis invicta
Buren. Figura retirada de Deslippe e Guo (2000).

O veneno das formigas do género Solenopsis € constituido por
alcaloides  piperidinicos, piperideinicos, pirrolidinicos,  pirrolinicos,
indolizidinicos e pirrolizidinicos, veja Tabela 1 abaixo (Brand et al., 1972;
Dall’ Aglio-Holvorcem et al., 2009; Gorman et al., 1998; Jones et al., 1996;
MacConnell et al., 1971; Pedder et al., 1976).

25



Introducdo

Tabela 1. Alcal6ides encontrados no veneno de espécies de formigas do género Solenopsis

Entrada | Estruturas | Variacdo do n° de CH, Espécies de Solenopsis Referéncias™

2-metil-6(alquil ou alquenil)piperidinas
n=06 S. richteri A
n=3y S. carolinensis, S. richteri, S. (Diplorhoptrum) sp., S. conjurata C, JK L
1 n= 10 S. richteri, S. invicta, S. pergandei, S. geminata, S. xyloni, S. saevissima | C,D,E,F, H, I
H3 N (CHz)TCHS n=12 S. littoralis, S. richteri, S. invicta, S. xyloni, S. geminata, S. saevissima B,C,D,E, F, H, I
n= 14 S. littoralis, S. richteri, S. invicta, S. saevissima B,D,E,F,1
H n=16 S. invicta B,F
2 n=3y S. carolinensis, S. conjurata C,L
HsC [‘\1 (CHp)7—CHs n= 10 S. pergandei C
CH3
3 . n=11 S. invicta F
HyC' l‘\l (CHo)7-CH=CH, n=13 S. invicta F
H
n=2 S. richteri E
4 n=3 S. richteri, S. invicta, S. xyloni, S. geminata, S. saevissima B,C,E,F, H, 1
Hf "\‘ (CHp)7~ CH=CH—(CHyp)7—CHj n=>5 S. invicta, S. richteri, S. saevissima B,C,E,F, 1
H n="7 Solenopsis sp., S. Invicta B,C,F
5 77W - S. (Diplorhoptrum) sp. K
HsC I‘\l
H
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Continuacdo da Tabela 1

Entrada Estruturas Variacao do n° de CH, Espécies de Solenopsis Referéncias®

2-metil-6-(alquil ou alquenil)piperideinas

n= 10 S. richteri, S. invicta E,F
6 n=12 S. richteri, S. invicta B,E, F
‘ n= 14 S. richteri, S. invicta B,E F
HyC' ‘ N/ (CHo)r-CHg n=16 S. invicta B,F
n= 10 S. xyloni, S. richteri, S. invicta C,E,F, H
7 g n=12 S. richteri, S. invicta E,F
HsC N (CHo)r-CHs n= 14 S. invicta F
n=3 S. richteri, S. invicta B,E F
8 } n=>5 S. richteri, S. invicta B,E, F
HsC' N/ (CHy)z-CH=CH—(CH5);—CHy | n=7 S. invicta B,F
n=3 S. richteri, S. invicta E,F
9 § n=>5 S. richteri, S. invicta E,F
HoC (CHgy~CH=CH—(CHy)7—CHy | n=7 S. invicta F

%)

10 Q - . (Diplorhoptrum) sp., S. (Euophthalma) sp. C
N/ (CHo)3-CH=CH,

2,5-dialquilpirrolidinas

m=1,n=6 S. punctaticeps G

m=3,n=4 S. punctaticeps CG
" MO (RO N Gy TS S molesa S sy A

m=6,n=3 S. punctaticeps G
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Continuacdo da Tabela 1

Entrada Estruturas

Variacao do n° de CH;

Espécies de Solenopsis

Referéncias*®

2,5-dialquil-1-pirrolinas
12 m=1,n=4 S. punctaticeps A, G
HaC— (HoC)y (CHo)qCHs m=1,n=6 S. punctaticeps A, G
13 /@\ m=1,n=4 S. punctaticeps A, G
H3C"(HQC) (CHo)—CH; m=1,n=6 S. punctaticeps A, G
3,5-dialquilindolizidinas
H
14 - S. conjurata L
N
é %H CH
CH, 2CH3
H
15 - S. (Diplorhoptrum) sp. K, L
N
H {Chz)sCH
CHs (CH2)sCH3
H
16 - S. (Diplorhoptrum) sp. J
é CHz)sCH
CHa (CH2)5CH3
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Continuacdo da Tabela 1
Entrada | Estruturas | Variacio do n° de CH, Espécies de Solenopsis Referéncias™
3,5-dialquilindolizidinas
H
17 - S. (Diplorhoptrum) sp. J
N
CHa (CHz2)5CH3
H
18 - S. (Diplorhoptrum) sp. K
N
(5H2)20H3 (Crie)sCHs
19 - S. (Diplorhoptrum) sp. K
(Chggon, CMC
3,5-dialquilpirrolizidinas
H
20 - Solenopsis sp. C,M
N
HsC (CHp)eCH3

*Referéncias: (A) Attygalle e Morgan (1984); (B) Chen et al. (2009a); (C) Jones ef al. (1982); (D) Leclercq et al. (1994); (E) Chen e Fadamiro (2009b); (F)
Chen e Fadamiro (2009¢); (G) Pedder et al. (1976); (H) Brand et al. (1972); (I) Dall’ Aglio-Holvorcem et al. (2009); (J) Gorman et al. (1998); (K) Jones et al.

(1996); (L) Jones et al. (1984); (M) Jones et al. (1980).
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Os alcaldides 2-metil-6-(alquil ou alquenil)piperidinicos s3ao os
constituintes principais do veneno da maior parte das espécies estudadas de
Solenopsis (Figura 13; Tabela 1, entradas 1 a 5). Estes alcaldides por serem
muito comuns em Solenopsis foram denominados de solenopsinas ou
i1sosolenopsinas (Figura 13), de acordo com a configuracdo relativa de seus
substituintes em trans ou cis, respectivamente. Quando existe uma insaturagao
na cadeia lateral do C-6 do anel piperidinico, estes alcaléides podem ser
denominados de deidrosolenopsinas e deidroisosolenopsinas (Figura 13).
Estes nomes sdo sempre acompanhados por letras maidsculas (Figura 13) que
representam o nimero de dtomos de carbono da cadeia alquil ou alquenil do
C-6 [A (C11), B (C13), C (C15) e D (C17)] (Chen et al., 2009a; Deslippe e
Guo, 2000; MacConnell, 1971).

HsC l‘\l (CHo)7—CHg HsC I? (CHo)mr CH=CH—(CH,)7;—CHjy
H H
Solenopsina A: n= 10, trans C11 Deidrosolenopsina A: m= 1, trans C11:1
Isosolenopsina A: n=10, cis C11 Deidroisosolenopsina A: m=1, cis C11:1
Solenopsina B: n= 12, trans C13 Deidrosolenopsina B: m= 3, trans C13:1
Isosolenopsina B: n=12, cis C13 Deidroisosolenopsina B: m=3, cis C13:1
Solenopsina C: n= 14, trans C15 Deidrosolenopsina C: m= 5, trans C15:1
Isosolenopsina C: n=14, cis C15 Deidroisosolenopsina C: m=5, cis C15:1
Solenopsina D: n= 16, trans C17 Deidrosolenopsina D: m= 7, trans C17:1
Isosolenopsina D: n=16, cis C17 Deidroisosolenopsina D: m=7, cis C17:1

nuamero de atomos de carbono

T

Abreviacdes: Ci1:1

nimero de ligacdes duplas

Figura 13. Alcal6ides piperidinicos das formigas Solenopsis. *Cis e trans em relacdo a
configuracdo relativa dos substituintes no anel piperidina. Figura modificada de Chen et al.
(2009a).
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As configuracdes relativas dos alcaldides 2-metil-6-alquilpiperidinas ja
foram avaliadas num cromatografo a gds acoplado ao espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (CG-IVTF), sendo possivel
verificar que os isdmeros cis exibem bandas de Bohlmann significativas
(~2810-2600 cm™), enquanto estas bandas nos isOmeros frans sao muito
pouco significativas (Garraffo et al., 1994). A configuracdo absoluta das
solenopsinas foi determinada pela primeira vez pela derivatizacdo do grupo
amina em amidas diastereoisoméricas com o cloreto do acido (R)-a-metoxi-a-
trifluorometil-fenil acético (MTPA-CI), o denominado método de Mosher
(Leclercq et al., 1994). A configuracdo absoluta dos principais alcaldides
trans foi determinada como (2R,6S), enquanto dos alcaldides cis era (2R,6R).
Isto levou a concluir que os alcaldides das formigas Solenopsis eram sempre
(2R,65) e (2R,6R) (Leclercq et al., 1994, 1996).

Chen e colaboradores (2009a) observaram que o veneno das operarias
do Mississippi-EUA era constituido unicamente por alcal6ides 2-metil-6-
(alquil ou alquenil)-A'*-piperideinas e 2-metil-6-(alquil ou alquenil)-A"-
piperideinas (Tabela 1, entradas 6 a 10), diferente do observado para esta
mesma espécie em outras regides dos Estados Unidos da América (Chen et al.,
2009a; Chen e Fadamiro 2009c).

Segundo Leclercq e colaboradores (1996), os alcaldides piperideinicos
sdo os ultimos intermedidrios da rota biossintética da cis- e trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas em S. geminata Fabricius (Esquema 1). Esta evidéncia
biossintetica foi reafirmada quando identificaram 2,6-dialquil-A"* e A
piperideinas (Tabela 1, entradas 6 a 10) no veneno das formigas S. xyloni
McCook, S. invicta Buren e S. richteri Forel (Chen et al., 2009a; Chen e
Fadamiro, 2009b, 2009¢; Hoffman, 2010; Jones, 1982; Leclercq et al., 1994,
1996). Provavelmente as formigas S. invicta Buren do Mississippi nao
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realizam a ultima etapa da biossintese dos alcaldides piperidinicos devido a
falta da enzima responsdavel pela redu¢do do grupo imina a amina, o que levou
estas formigas a produzir unicamente 2-metil-6-(alquil ou alquenil)-A"*-
piperideinas e 2-metil-6-(alquil ou alquenil)-A"°-piperideinas (Tabela 1,

entradas 6 a 10; Esquema 1) (Chen et al., 2009a).

]

9 CHz-COOH ——>

N
O NH,
4

| |

Y
NH, O
4
AN
HSC/Q\/N/\ HaC W
4 4
HaC'" ‘ W

|
H

Esquema 1. Proposta biossintética para a cis- e a trans-2-metil-6-undecilpiperidinas em
Solenopsis geminata Fabricius. Esquema modificado de Leclercq et al. (1996).

A composi¢ao quimica do veneno de operarias das formigas Solenopsis
muda de uma espécie para outra, como observado em S. invicta Buren, S.
saevissima Smith, S. richteri Forel, S. geminata Fabricius, S. littoralis
Creighton, S. xyloni McCook, S. carolinensis Forel e S. pergandei Forel, onde

os alcaldides piperidinicos variam em abundancia relativa, diversidade,
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comprimento e insaturagcdo na cadeia lateral do grupo alquil no C-6, além da
presenca de pequenas quantidades de piperideinas. Entretanto, em outras
espécies, a diferenca na composi¢ao do veneno € mais marcante, por exemplo,
o veneno das operdarias das formigas S. punctaticeps Mayr €
predominantemente  constituido por  2,5-dialquilpirrolidinas e  2,5-
dialquilpirrolinas (Tabela 1, entradas 11 a 13), enquanto o veneno das
formigas Solenopsis (Diplorhoptrum) sp. Bolton € constituido de 3,5-
dialquilindolizidinas (Tabela 1, entradas 14 a 16; Jones et al., 1996; Pedder et
al., 1976).

A composi¢ao quimica do veneno de operdrias e rainhas de Solenopsis
revelou diferencas intraespecificas, por exemplo, o estudo realizado por Jones
e colaboradores (1996) com as formigas S. (Diplorhoptrum) sp. Bolton de
Porto Rico, onde verificaram que o veneno de rainhas de S. (Diplorhoptrum)
sp. Bolton de Cabo Rojo € constituido majoritariamente por (35,5R,9R)-3-n-
hexil-5-metilindolizidina (Tabela 1, entrada 15), enquanto o veneno das
operarias possuem como componentes (35,5R,9R)-3-n-butil-5-
propilindolizidina e (3R,5R,9R)-3-n-butil-5-propilindolizidina, na razdo 1:6
respectivamente (Tabela 1, entradas 18 e 19). Observaram também que o
veneno de rainhas de uma col6nia de S. (Diplorhoptrum) sp. Bolton de Mona
Island (Porto Rico) possui a mesma composi¢cdo da coldnia de Cabo Rojo
(Porto Rico), mas o veneno das operdrias possuem somente cis- € trans-2-
metil-6-(Z, 4-nonenil)piperidinas, na razdo 1:4 respectivamente (Tabela 1,
entrada 5), caracterizando a existéncia de variacdo intra e intercolonial da
composi¢do dos alcaldides do veneno no mesmo subgénero de Solenopsis
(Dias, 1993; Jones et al., 1996; Skvortsov, 1979).

Outros compostos empregados na quimiotaxonomia de insetos sociais

sdo os hidrocarbonetos cuticulares relatados anteriormente no topico sobre
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comunicagcao quimica de abelhas sem ferrdo (Introdugdo geral, secao 1.2.1,
pag. 14). Entre os poucos estudos sobre os hidrocarbonetos cuticulares de
formigas do gé€nero Solenopsis estao os realizados com operdrias de S. invicta
Buren dos EUA que sao constituidos por n-heptacosano, 13-metilheptacosano,
13,15-dimetilheptacosano, 3-metilheptacosano, 3,9-dimetilheptacosano, cuja
composi¢do ¢é diferente da S. invicta Buren brasileira descrita por Dall’ Aglio-
Holvorcem e colaboradores (2009) que possui uma mistura mais complexa
com 30 hidrocarbonetos, constituida de n-alcanos, metil alcanos, dimetil

alcanos e trimetil alcanos (Obin, 1986; Vander Meer et al., 1989).
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2. Objetivos

Este trabalho visou desvendar aspectos da comunicacdo quimica de

abelhas sem ferrdo e formigas lava-pés com objetivos especificos de:

1) Estudar a comunicacdo quimica das abelhas sem ferrdo Melipona
quadrifasciata  Lepeletier e  Scaptotrigona aff. depilis Moure

(Hymenoptera: Apidae).

2) Verificar a composi¢do quimica do veneno de operdrias e rainhas das
formigas “lava-pés” Solenopsis saevissima Smith (Hymenoptera:
Formicidae) e a variacdo de estereoisomeros das solenopsinas e

isosolenopsinas.
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Capitulo 1 — Abelhas Sem Ferrdo

3. Capitulo 1 — Comunicacao quimica das abelhas sem ferrao
Melipona quadrifasciata Lepeletier e Scaptotrigona aff. depilis
Moure (Hymenoptera: Apidae)

3.1. Compostos volateis das rainhas virgens da abelha sem
ferrao Melipona quadrifasciata Lepeletier (Hymenoptera:

Apidae)

Experimentos com rainhas virgens de M. quadrifasciata (com 2 a 3 dias
ap6s emergéncia do favo de cria) realizados em laboratério, pelo Dr. Cristiano
Menezes (FFCLRP, USP/ Ribeirao Preto-SP), demonstraram que quando uma
rainha virgem ficava em frente a outra (Figura 14A), se antenavam e
alongavam os abdomes com auxilio das patas traseiras (Figura 14B).
Consequentemente, os abdomes das rainhas virgens ficavam totalmente
inflados ou extendidos (Figura 14C), expondo as membranas
intersegmentares, € realizavam movimentos circulatérios em volta de si
mesmas, com vibracoes das asas. Um odor forte exalava das rainhas nesta fase

do experimento.

Figura 14. (A) Rainhas virgens de Melipona quadrifasciata Lepeletier, com 1 dia apds
emergéncia, sem inflar o abdome; (B) rainhas virgens, com 2 a 3 dias apds emergéncia,
alongando os abdomes com auxilio das patas traseiras e (C) com os abdomes inflados.
Fotos: Adriana Pianaro.
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A partir destas observacoes, iniciou-se o estudo dos feromodnios
liberados pelas rainhas virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados e a

descoberta da glandula responsdvel pela liberacdo destes compostos volateis.

3.1.1. Resultados e discussao

Para isso, os compostos liberados foram capturados utilizando
“headspace” dinamico, empregando Porapack Q, e os extratos foram
analisados por CG-EM (Parte Experimental — secoes 8.1 e 8.5.1.1, pags. 119 e
129).

As andlises dos compostos volateis capturados no “headspace”
dindmico revelaram que as rainhas virgens de M. quadrifasciata com
abdomes inflados (N = 6, com 2 a 3 dias apds emergéncia) liberam uma
mistura de nerol e geraniol, com abundancia relativa na razao 1:2,
respectivamente (Figuras 15A e 15B), entretanto nenhum composto volétil foi
liberado pelas rainhas virgens que ndo inflavam o abdome (N = 6, com 1 dia
apos emergéncia; Figura 15C). A identificacdo destes monoterpenos foi
realizada pelo estudo da fragmentacao dos espectros de massas, a comparacao
do indice de retencdo calculado com a literatura (Adams, 1995) e pela co-
injecdo dos extratos com padroes comerciais (Parte Experimental — se¢oes 8.1

e 8.3, pags. 119 e 128; Tabela 2 abaixo).
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Figura 15. Cromatogramas de fons: (A) controle — entrada de ar do sistema; (B) rainhas
virgens de Melipona quadrifasciata Lepeletier, com 2 a 3 dias apds emergéncia e com
abdomes totalmente inflados; e (C) rainhas virgens de Melipona quadrifasciata Lepeletier,
com 1 dia apds emergéncia e que ndo inflavam o abdome. *Compostos contaminantes da
borracha de ligacdo dos tubos de Porapack Q ao sistema (biftalatos).

Para determinar qual seria a glandula exdcrina responsavel pela
liberacdo dos feromdnios comparou-se os compostos capturados no
“headspace” com os compostos presentes nos extratos cefalicos e abdominais
(Parte Experimental — secoes 8.1 e 8.5.1.2, pags. 119 e 131).

Os extratos cefalicos (Figura 16A; Tabelas 2 e 3 abaixo) das rainhas
virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados sdo constituidos por n-
alcanos (6,38%; C25, C27, C28 e C29), n-alcenos (14,27%; C25:1, C27:1,
C29:1 e C31:1), nonacosadieno (0,65%), metil alcanos (1,64%; 5-Me-C25,
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11-Me-C27 e 11-Me-C29), 2-heptanol (9,88%), nonanal (0,37%), terpenos
(2,93%; limoneno, acetato de farnesila - isOmero 2 e um terpeno
desconhecido), dacido (Z)-9-octadecendico (1,60%) e esterdides (61,82%;
colest-5-en-3-ol, ergosta-5,24-dien-3-ol, ergost-5-en-3-ol, estigmasta-5,22-
dien-3-0l, estigmasta-7,25-dien-3-ol, estigmast-5-en-3-ol e estigmasta-
5,24(28)-dien-3-ol).

Os extratos abdominais (Figura 16B; Tabelas 2 e 3 abaixo) das rainhas
virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados sio compostos de n-
alcanos (14,36%; C23, C25, C26, C27, C28 e C29), n-alcenos (13,9%; C25:1,
C26:1, C27:1, C29:1 e C31:1), n-alcadienos (0,73%; C29:2 e C31:2), metil
alcanos (1,43%; 11-Me-C25, 5-Me-C25, 11-Me-C27 e 11-Me-C29), alcoois
lineares de cadeia longa (9,62%; tetradecanol, hexadecanol, octadecanol e
eicosanol), aldeidos lineares de cadeia longa (6,59%; hexadecanal,
octadecenal, octadecanal e eicosanal), terpenos (16,66%; nerol, isogeraniol,
geraniol, 4cido nérico, dcido geranico, acetato de geranila, 8-hidroxigeraniol,
2,3-dihidrofarnesol, Z,E-farnesol, Z,Z-farnesol, acetato de farnesila — isOmeros
1 e 2 e geranil-linalol), ésteres (4,17%; acetato de tetradecila, acetato de
hexadecila, (Z2)-9-octadecenoato de metila, acetato de octadecila e acetato de
eicosanila), 4cidos carboxilicos (6,99%; acido tetradecandico, acido
hexadecanoico, acido octadecadiendico, acido (Z)-9-octadecendico e acido
octadecandico) e esterdides (9,14%; a-tocoferol, ergost-5-en-3-ol, estigmasta-
5,22-dien-3-0l, estigmast-5-en-3-o0l e estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol). Estas
andlises confirmaram a presenca do nerol e do geraniol somente nos extratos
abdominais (Figuras 16A e 16B; Tabelas 2 e 3), por isso as glandulas tergais e
a glandula de Dufour de rainhas virgens com abdomes inflados foram
dissecadas e os extratos destas glandulas foram analisados por CG-EM (Parte

Experimental, secoes 8.1 e 8.5.1.2, pags. 119 e 131). Todos os compostos
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foram identificados pela comparagdo de seus espectros de massas com dados
da biblioteca Wiley275 do CG-EM e seus indices de retencdo calculados
foram comparados com a literatura (Adams, 1995; Tabelas 2 e 3). Alguns

compostos foram co-injetados com padrdes comerciais, de acordo com a

Tabela 2.
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Figura 16. Cromatogramas de fons dos (A) extratos cefdlicos e dos (B) extratos abdominais
das rainhas virgens de Melipona quadrifasciata Lepeletier com abdomes inflados. Em
destaque o 2-heptanol, o nerol, o geraniol, os hidrocarbonetos majoritarios (C25:1, C25,
C27:1, C27, C29:1 e C29) e outros compostos. *Terpeno desconhecido.

A determinac¢do da posi¢ao da dupla ligacdo de todos os n-alcenos e dos
n-alcadienos foi realizada pela derivatizagdo dos extratos com dissulfeto de
metila/iodo (DMDS/1,; Parte Experimental, secdo 8.4, pag. 128) e os produtos
reacionais foram analisados por CG-EM (Tabelas 2 e 3; Parte Experimental,
secdo 8.1, pag. 119). Nesta reagdo, o iodo age como catalisador da adi¢do anti
do DMDS na dupla ligacdo e no caso dos n-alcenos obtem um derivado
DMDS com dois grupos metilsulfeto, como apresentado no Esquema 2 abaixo

(Buser et al., 1983; Carlson et al., 1989; Vincenti et al., 1987). A
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fragmentacdo de massas dos derivados DMDS dos n-alcenos origina dois
fragmentos de intesidade relativa alta [A]" e [B]" correspondentes a clivagem
da ligacdo carbono-carbono dos carbonos ligados aos metilsulfetos, a soma
destes dois fragmentos corresponde ao fon molecular ((M]") (Esquema 2;

Buser et al., 1983; Vincenti et al., 1987).

T Bk
' SCHg

‘ + +
R(CHzXxCH-CH(CHzWR  ———>  R(CHp)xCH—=SCHz  + CH3S=—=CH(CHo\R

HsCS fragmento [A]" fragmento [B]*

R

Esquema 2. Representacdo da clivagem da ligagcdo carbono-carbono do derivado DMDS de

um n-alceno fornecendo dois fragmentos majoritdrios. Esquema baseado em Buser et al.
(1983).

Os espectros de massas dos derivados DMDS do n-hexacoseno e do n-
hentriaconteno possuiam o fragmento de m/z 173, [CH3(CH,);CH=SCH;]",
com intensidade relativa alta, e os picos bases (100%) em m/z 285
[CH;3(CH,),;sCH=SCH;]" e 355 [CH;3(CH,),,CH=SCH;]", respectivamente,
sugerindo que a dupla ligacdo para estes n-alcenos estava localizada no C-9
(Anexos Al2 e AlS, pag. 179). O n-pentacoseno originou dois derivados
DMDS com espectros de massas que possuiam os pares de fragmentos de m/z
145/299 [CH;3(CH,)sCH=SCH;]"/ [CH3(CH,);sCH=SCH;]" ¢ m/z 173/271
[CH;(CH,),CH=SCHj;]"/ [CH3(CH,);4,CH=SCH;]", indicando que a dupla
ligacdo estava localizada no C-7 e no C-9, respectivamente (Anexos A2 e
All, pags. 175 e 178). Os derivados DMDS do n-heptacoseno e do n-
nonacoseno revelou uma série homologa para cada um destes n-alcenos. Os
espectros de massas dos derivados DMDS dos n-heptacosenos possuiam pares
de fragmentos de m/z 117/355 [CH;(CH,);CH=SCH;]"/
[CH;(CH,),,CH=SCH;]", m/z 145/327 [CH;(CH,)sCH=SCH;]"/
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[CH;(CH,),sCH=SCH;]", m/z 173/299 [CH;3(CH,);CH=SCH;]"/
[CH;(CH,),CH=SCHj;]", m/z 187/285 [CH;(CH,)sCH=SCH;]"/
[CH;3(CH,),;sCH=SCH;]", m/z 201/271 [CH3(CH,)yCH=SCH;]"/
[CH;3(CH,),4,CH=SCH;]", m/z 215/257 [CH3(CH,),CH=SCHj;]"/
[CH3(CH,);;CH=SCH3]" e m/z 229/243 [CH3(CH,);;CH=SCH;]"/
[CH;3(CH,);»CH=SCH;]", sugerindo que a dupla ligacdo estava localizada no
C-5, C-7, C-9, C-10, C-11, C-12 e C-13, respectivamente (Anexos Al, A3 e
AS, pags. 175-176). Os espectros de massas dos derivados DMDS dos n-
nonacosenos  possuiam pares de fragmentos de m/z  145/355
[CH;(CH,)sCH=SCH;]"/ [CH;(CH,),,CH=SCH;]", m/z 173/327
[CH;(CH,);CH=SCH,]"/ [CH;(CH,),sCH=SCH;]", m/z 187/313
[CH;(CH,)sCH=SCH;]"/ [CH;(CH,),;CH=SCH;]", m/z 201/299
[CH3(CH,)qCH=SCH;]"/ [CH;(CH,),CH=SCH;]", m/z 215/285
[CH;(CH,),(CH=SCH;]"/ [CH;(CH,);sCH=SCH;]", m/z 229/271
[CH3(CH,);;CH=SCH;]"/  [CH3(CH,);4,CH=SCH;]" e m/z 243/257
[CH;3(CH,),,CH=SCH;]"/ [CH;3(CH,);sCH=SCH;]", sugerindo que a dupla
ligacdo estava localizada no C-5, C-7, C-9, C-10, C-11, C-12 e C-13,
respectivamente (Anexos A4 e A6, pags. 175 e 177). Infelizmente, os
derivados DMDS dos rn-alcadienos n3o foram observados nos produtos
reacionais e, por conta disto, as posicdes das duplas ligacdes ndao foram

determinadas.
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Tabela 2. fons diagnésticos e indices de reten¢io dos compostos encontrados em rainhas virgens de Melipona quadrifasciata
Lepeletier com abdomes inflados*

COMPOSTOS Tons diagnésticos - m/z (abundéncia relativa %)

Hidrocarbonetos

Heneicosano 296 (M*; 4), 113 (13), 99 (23), 85 (47), 71 (72), 57 (100), 43 (65) 15,40 2100 2100
Tricosano 324 (M*; 1), 113 (10), 99 (16), 85 (56), 71 (72), 57 (100), 43 (60) 16,89 2300 2300
7-Pentacoseno e 9-pentacoseno 350 (M*; 5), 139 (11), 125 (25), 111 (57), 97 (100), 83 (90), 69 (71), 57 (88), 43 (72) 18,10 2476 -
Pentacosano 352 (M*; 1), 113 (10), 99 (18), 85 (58), 71 (74), 57 (100), 43 (56) 18,26 2500 2500
11-Metilpentacosano 351 (M*-15; 2), 224 (6), 196 (11), 168 (10), 140 (14), 85 (65), 71 (80), 57 (100), 43 (59) 18,48 2533 2534
5-Metilpentacosano 351 (M*-15; 1), 309 (11), 280 (3), 99 (14), 85 (100), 71 (59), 57 (95), 43 (86) 18,58 2548 2550
9-Hexacoseno 364 (M*; 4), 139 (9), 125 (21), 111 (56), 97 (100), 83 (79), 69 (59), 57 (78), 43 (67) 18,76 2576 -
Hexacosano 366 (M*; 1), 113 (12), 99 (21), 85 (65), 71 (81), 57 (100), 43 (55) 18,92 2600 2600
5-Heptacoseno, 7-heptacoseno, 9- 378 (M*; 12), 139 (11), 125 (26), 111 (53), 97 (100), 83 (90), 69 (69), 57 (80), 43 (63) 19,39 2676 -
heptacoseno, 10-heptacoseno, 11-

heptacoseno, 12-heptacoseno e 13-

heptacoseno

Heptacosano 380 (M*; 1), 113 (11), 99 (19), 85 (60), 71 (77), 57 (100), 43 (62) 19,54 2700 2700
11-Metilheptacosano 379 M* -15; 1), 252 (4), 224 (6), 196 (9), 168 (13), 99 (18), 85 (62), 71 (78), 57 (100), 43 (54) 19,73 2740 2734
5-Metilheptacosano 379 (M* -15; 2), 337 (8), 99 (16), 85 (100), 71 (66), 57 (99), 43 (85) 19,84 2763 -
Octacosano 394 (M*; 1), 113 (12), 99 (17), 85 (72), 71 (73), 57 (100), 43 (71) 20,02 2800 2800
Nonacosadienot 404 (M*; 11), 138 (20), 124 (23), 110 (31), 96 (100), 82 (92), 67 (67), 55 (93), 41 (48) 20,47 2858 -
7-Nonacoseno, 9-nonacoseno, 10- 406 (M*; 4), 139 (10), 125 (25), 111 (55), 97 (100), 83 (89), 69 (68), 57 (75), 43 (62) 20,64 2879 -
nonacoseno, 11-nonacoseno, 12-

nonacoseno, 13-nonacoseno e 14-

nonacoseno

Nonacosano 408 (M*; 1), 113 (10), 99 (17), 85 (59), 71 (76), 57 (100), 43 (55) 20,80 2900 2900
11-Metilnonacosano 407 (M*-15; 2), 252 (8), 224 (6), 196 (12), 168 (8), 97 (20), 85 (60), 71 (79), 57 (100), 43 (52) 21,00 2927 2933
Hentriacontadienot 432 (M™*; 4), 138 (16), 123 (26), 109 (39), 96 (100), 82 (86), 69 (60), 55 (78), 43 (52) 21,95 3048 -
9-Hentriaconteno 434 (M*; 8), 139 (11), 125 (28), 111 (65), 97 (100), 83 (94), 69 (74), 57 (91), 43 (83) 22,21 3077 -
11-Metilhentriacontano 435 (M*-15; 1), 252 (5), 224 (5), 196 (12), 168 (4), 97 (25), 85 (61), 71 (77), 57 (100), 43 (53) 22,69 3127 3133
Alcoois

(8)-2-heptanol** 115 (M*-1; 1), 101 (4), 83 (12), 70 (7), 55 (19), 45 (100) 3,20 909 -
Tetradecanol** 168 (M*-46; 3), 140 (5), 125 (12), 111 (31), 97 (58), 83 (100), 69 (88), 55 (88), 41 (62) 11,77 1676 -
Hexadecanol** 196 (M*-46; 4), 168 (4), 125 (17), 111 (45), 97 (82), 83 (100), 69 (90), 55 (93), 43 (72) 13,61 1880 -
Octadecanol** 252 (M*-18; 1), 224 (3), 196 (2), 168 (2), 125 (20), 111 (47), 97 (88), 83 (100), 69 (80), 55 (78), 43 (61) 15,28 2085 -
Eicosanol** 280 (M*-18; 1), 252 (2), 224 (1), 168 (2), 125 (24), 111 (52), 97 (91), 83 (100), 69 (81), 55 (77), 43 (61) 16,80 2288 -
Aldeidos

Nonanal 114 (M*-28; 10), 98 (33), 95 (37), 82 (37), 70 (46), 57 (100), 41 (75) 5,50 1107 1108
Hexadecanal 222 (M*-18; 2), 194 (5), 166 (4), 151 (3), 137 (8), 123 (17), 109 (24), 96 (66), 82 (100), 68 (56), 57 (93), 43 (76) 13,06 1817 1819
Octadecenal 248 (M*-18; 8), 149 (7), 135 (17), 121 (33), 111 (36), 98 (58), 81 (63), 69 (80), 55 (100), 41 (76) 14,59 1998 -
Octadecanal 268 (M*; 1), 250 (3), 222 (5), 137 (9), 123 (15), 109 (23), 96 (68), 82 (100), 68 (49), 57 (77), 43 (63) 14,79 2023 2021
Eicosanal 278 (M*-18; 4), 250 (5), 222 (2), 137 (10), 123 (14), 109 (23), 96 (70), 82 (100), 68 (48), 57 (74), 43 (65) 16,35 2226 2224
Terpenos

Limoneno | 136 (M*; 23), 121 (30), 107 (25), 93 (82), 79 (39), 68 (100), 53 (19), 41 (23) I 4,65 1037 1036
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Continuacdo da Tabela 2

2

a

COMPOSTOS Tons diagnésticos - m/z (abundéncia relativa %) tg | P
Terpenos

Nerol#* 154 (M7, 1), 139 (6), 121 (12), 93 (31), 84 (20), 69 (100), 41 (65) 6,95 1226 1228
Isogeraniol 154 (M*; 15), 139 (12), 121 (100), 109 (81), 93 (72), 81 (77), 67 (74), 55 (40), 41 (70) 6,99 1230 -
Geraniol*#* 154 (M*; 1), 139 (5), 123 (18), 93 (16), 84 (11), 69 (100), 41 (51) 7,25 1252 1255
Acido nérico 168 (M*; 4), 150 (3), 123 (17), 100 (29), 82 (11), 69 (100), 41 (46) 8,00 1316 -
Acido geranico 168 (M*; 1), 150 (1), 123 (17), 100 (22), 82 (9), 69 (100), 41 (43) 8,35 1347 -
Acetato de geranila 154 (M*-42; 2), 136 (14), 121 (25), 107 (8), 93 (31), 80 (13), 69 (100), 43 (45) 8,69 1377 1383
8-Hidroxigeraniol 137 (M*-33; 12), 121 (23), 109 (14), 94 (22), 84 (47), 68 (89), 43 (100) 10,15 1513 -
2,3-Dihidrofarnesol 224 (M*; 1), 181 (19), 163 (11), 123 (49), 109 (16), 95 (47), 81 (67), 69 (100), 55 (22), 41 (43) 11,87 1686 -
Z,E-farnesol 222 (M*; 1), 204 (1), 189 (3), 161 (7), 136 (8), 123 (10), 107 (16), 93 (35), 81 (32), 69 (100), 55 (14), 41 (41) 11,94 1693 1697
Z,Z-farnesol 161 (M*-61;4), 136 (13), 123 (11), 107 (14), 93 (21), 81 (34), 69 (100), 55 (17), 41 (42) 12,14 1714 1713
Acetato de farnesila - isdmero 1 264 (M*; 1), 204 (2), 189 (7), 161 (8), 136 (25), 121 (20), 107 (26), 93 (40), 81 (35), 69 (100), 55 (10), 41 (33) 13,19 1832 -
Acetato de farnesila - isomero 2 204 (M*-60; 4), 189 (10), 161 (15), 136 (14), 121 (19), 107 (35), 93 (70), 81 (38), 69 (100), 55 (12), 41 (37) 14,43 1978 -
Geranil-linalol 291 (M*-1; 1), 272 (2), 257 (3), 229 (4), 136 (18), 121 (23), 107 (26), 93 (42), 81 (55), 69 (100), 57 (23), 43 (33) 18,03 2466 -
Terpeno desconhecido 237 (39), 219 (3), 204 (2), 195 (4), 181 (10), 177 (10), 163 (4), 149 (4), 137 (10), 121 (13), 109 (21), 95 (17), 81 (35), 69 (100), 55 (6), 41 (18) 21,30 2968 -
Esteres

Acetato de tetradecila*™** 196 (M*-60; 3), 189 (2), 168 (7), 125 (11), 111 (26), 97 (51), 83 (53), 55 (49), 43 (100) 12,96 1806 1811
Acetato de hexadecila*** 224 (M*-60; 3), 196 (4), 168 (2), 140 (4), 125 (12), 111 (34), 97 (63), 83 (69), 55 (57), 43 (100) 14,65 2005 2009
(Z£)-9-octadecenoato de metila*** 296 (M*; 4), 264 (21), 222 (12), 180 (12), 123 (20) 111 (32), 97 (59), 83 (65), 69 (77), 55 (100), 43 (92) 15,39 2099 -
Acetato de octadecila®** 252 (M*-60; 2), 224 (3), 196 (1), 125 (15), 111 (36), 97 (72), 83 (75), 69 (65), 55 (62), 43 (100) 16,21 2207 2210
Acetato de eicosanila*** 280 (M*-60; 2), 252 (3), 125 (19), 111 (38), 97 (74), 83 (76), 69 (71), 55 (69), 43 (100) 17,64 2407 -
Acidos carboxilicos

Acido tetradecandico 228 (M*; 15), 199 (6), 185 (38), 171 (12), 143 (13), 129 (57), 115 (16), 73 (100), 60 (83), 43 (57) 12,51 1756 1768
Acido hexadecanéico 256 (M*; 19), 213 (26), 185 (16), 129 (44), 85 (22), 73 (100), 60 (77), 55 (44), 43 (51) 14,26 1958 -
Acido octadecadienéico 280 (M*; 9), 122 (12), 109 (25), 95 (68), 81 (91), 67 (100), 55 (56), 41 (46) 15,64 2132 -
Acido (2)-9-octadecenéico 282 (M*; 1), 264 (7), 222 (8), 121 (15), 108 (36), 95 (60), 79 (100), 67 (79), 55 (86), 41 (67) 15,69 2138 2141
Acido octadecanéico 284 (M*; 27), 241 (21), 185 (27), 129 (49), 115 (13), 97 (22), 83 (22), 73 (100), 60 (73), 43 (57) 15,86 2161 2172
Esteroides

Colest-5-en-3-ol 386 (M*; 100), 368 (43), 353 (43), 301 (63), 275 (61), 213 (58), 145 (76), 107 (74), 95 (72), 81 (61), 67 (33), 55 (61), 43 (78) 22,63 3121 -
a-Tocoferol 430 (M*; 67), 386 (14), 368 (8), 275 (16), 205 (12), 165 (100), 85 (18), 71 (20), 57 (30), 43 (27) 22,67 3125 -
Ergosta-5,24-dien-3-ol 398 (M*; 7), 383 (9), 365 (7), 314 (100), 299 (37), 281 (35), 271 (64), 229 (38), 213 (30), 91 (39), 79 (39), 69 (39), 55 (51), 41 (26) 23,67 3216 -
Ergost-5-en-3-ol 400 (M™*; 100), 385 (38), 382 (44), 367 (40), 315 (71), 289 (71), 213 (63), 145 (77), 107 (78), 95 (66), 81 (61), 55 (54), 43 (90) 23,77 3224 -
Estigmasta-5,22-dien-3-ol 412 (M*; 62), 397 (7), 379 (10), 351 (24), 300 (35), 271 (61), 255 (63), 213 (38), 159 (64), 97 (60), 83 (90), 69 (61), 55 (100), 43 (38) 24,07 3248 -
Estigmasta-7,25-dien-3-ol 412 (M*; 100), 397 (33), 379 (28), 299 (77), 271 (86), 213 (39), 95 (95), 81 (77), 69 (98), 55 (84), 41 (38) 24,65 3293 -
Estigmast-5-en-3-ol 414 (M*; 100), 399 (40), 396 (45), 381 (37), 354 (11), 329 (62), 303 (57), 255 (44), 213 (60), 95 (53), 81 (49), 69 (33), 55 (42), 43 (64) 24,89 3310 -
Estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol 412 (M*; 4), 397 (2), 379 (1), 314 (100), 299 (27), 281 (37), 229 (35), 213 (15), 105 (19), 95 (18), 81 (18), 69 (22), 55 (35), 41 (11) 25,08 3322 -

*N =1, em triplicata. **Estes compostos foram confirmados com padrdes comerciais. ***Estes compostos foram sintetizados.

tg = tempo de reten¢do (min); IR (calc.) = indice de retencéo calculado (Van den Dool e Kratz, 1963); IR (lit.) = indice de reten¢do da literatura (Adams, 1995).

TAs posi¢des das duplas ligagdes ndo foram determinadas para estes alcadienos.
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Tabela 3. Composi¢ao quimica dos extratos epicuticulares, cefélicos, abdominais, das
glandulas tergais e da glandula de Dufour das rainhas virgens de Melipona quadrifasciata
Lepeletier com abdomes inflados

COMPOSTOS EXTRATOS EXTRATOS EXTRATOS GLANDULAS GLANDULA
EPICUTICULARES* CEFALICOS* ABDOMINAIS* TERGAIS* DE DUFOUR*

Hidrocarbonetos

Heneicosano 0,59 £0,12 - - - -
Tricosano 3,66 + 1,85 - 1,22 +£0,46 3,27 +1,87 3,33+1,73
7-Pentacoseno e 9-pentacoseno 6,90 + 1,67 3,89 +2,10 3,17 £2,49 9,04 £2,20 20,16 0,78
Pentacosano 12,55 + 1,66 2,99 +0,88 4,79 £1,78 6,99 + 2,56 15,15+0,59
11-Metilpentacosano 1,48 £0,32 - 0,32 +0,03 2,24 +0,59 1,40 +£0,57
5-Metilpentacosano 1,61 £0,41 0,41 £0,18 0,39 + 0,07 1,89 £0,77 1,26 +£0,36
9-Hexacoseno 1,44 +£0,13 - 0,27 £0,16 1,40 +£0,56 -
Hexacosano 0,92 +0,10 - 0,30 +0,14 0,64 +0,40 -
5-Heptacoseno, 7-heptacoseno, 9- 18,34 +2,68 5,67 +1,73 5,75 +2,61 11,58 + 1,36 38,54 +3,53
heptacoseno, 10-heptacoseno, 11-

heptacoseno, 12-heptacoseno e

13-heptacoseno

Heptacosano 9,79 + 1,50 2,23 +0,91 6,63 +0,70 4,66 +£2,18 7,22 +£0,45
11-Metilheptacosano 1,81 £0,40 0,38 +£0,20 0,45 +0,17 1,96 £ 0,53 2,40 £0,58
5-Metilheptacosano 0,64 +0,00 - - 0,48 £0,22 -
Octacosano 2,70 £0,39 0,68 £0,19 0,37 £0,26 - -
Nonacosadienot 1,72 £ 1,46 0,65 +0,06 0,52 +0,45 0,63 +0,12 -
7-Nonacoseno, 9-nonacoseno, 10- 17,18 £ 1,41 4,27 +0,55 4,10 £ 2,18 4,49 +0,10 10,54 +2.87
nonacoseno, 11-nonacoseno, 12-

nonacoseno, 13-nonacoseno e 14-

nonacoseno

Nonacosano 2,00 +£0,60 0,48 +£0,39 1,05 +£0,39 - -
11-Metilnonacosano 1,07 £0,79 0,85 +0,18 0,27 £0,15 1,23 +0,30 -
Hentriacontadienot - - 0,21 £0,01 - -
9-Hentriaconteno 2,49 + 0,65 0,44 + 0,01 0,61 +0,01 0,54 +0,25 -
11-Metilhentriacontano 0,60 + 0,03 - - - -
Alcoois

(S)-2-heptanol - 9,88 +6,23 - - -
Tetradecanol - - 0,55 +0,07 - -
Hexadecanol - - 0,48 +0,13 - -
Octadecanol - - 4,33 + 1,31 0,95 £0,39 -
Eicosanol - - 4,26 +0,85 - -
Aldeidos

Nonanal - 0,37 £0,23 - - -
Hexadecanal - - 0,83 +£0,22 0,37 +£0,04 -
Octadecenal - - 0,41 +£0,03 - -
Octadecanal - - 4,38 +£0,74 1,43 £0,28 -
Eicosanal - - 0,97 £0,17 - -
Terpenos

Limoneno 0,15+0,12 0,32 +£0,22 - - -
Nerol - - 3,82 +1,15 0,30+ 0,14 -
Isogeraniol - - 0,18 £0,05 - -
Geraniol - - 8,42 +2,50 0,63 +0,18 -
Acido nérico - - 0,14 0,07 - -
Acido gerénico - - 0,21 +0,08 - -
Acetato de geranila - - 0,30 £0,15 0,14 £ 0,06 -
8-Hidroxigeraniol - - 0,17 +0,13 - -
2,3-Dihidrofarnesol - - 0,80 + 0,40 - -
Z,E-farnesol - - 0,82 £0,49 - -
Z,Z-farnesol - - 0,23 +£0,04 - -
Acetato de farnesila — isdmero 1 - - 0,57 £0,14 0,21 +£0,01 -
Acetato de farnesila — isémero 2 - 1,39 £ 0,01 0,54 £0,10 0,32 £0,03 -
Geranil-linalol 1,27 £0,63 - 0,46 +£0,29 3,00 £0,83 -
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Continuacdo da Tabela 3
COMPOSTOS EXTRATOS EXTRATOS EXTRATOS GLANDULAS GLANDULA

EPICUTICULARES* CEFALICOS* ABDOMINAIS* TERGAIS* DE DUFOUR¥*

Terpenos

Terpeno desconhecido | - | 1,22 £0,44 | - | - | -
Esteres

Acetato de tetradecila - - 1,33 +£0,24 0,69 +0,10 -
Acetato de hexadecila - - 0,87 £0,15 0,44 +£0,19 -
(Z2)-9-octadecenoato de metila - - 0,50 £ 0,37 - -
Acetato de octadecila - - 1,06 £ 0,10 0,81 +0,16 -
Acetato de eicosanila - - 0,41 £0,04 0,51 £0,20 -
Acidos carboxilicos

Acido tetradecandico - - 0,26 +0,04 0,35 +£0,08 -
Acido hexadecanéico - - 0,67 +£0,20 0,91 +£0,49 -
Acido octadecadienéico - - 0,94 +0,63 4,65 +0,29 -
Acido (Z)-9-octadecendico - 1,60 £0,01 3,47 +£1,80 9,11 £7,33 -
Acido octadecanéico - - 1,65 +0,83 5,20 +4,08 -
Esteroides

Colest-5-en-3-ol - 1,66 +£0,27 - - -
a-Tocoferol - - 0,21 £0,01 - -
Ergosta-5,24-dien-3-ol - 2,04 £0,14 - - -
Ergost-5-en-3-o0l - 12,07 £ 0,08 0,45 +0,29 - -
Estigmasta-5,22-dien-3-o0l - 2,05 +0,21 0,51 £0,34 - -
Estigmasta-7,25-dien-3-ol - 0,53 £0,03 - - -
Estigmast-5-en-3-ol - 27,85 +3,83 5,58 +2,64 1,42 +£0,76 -
Estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol - 15,62 £2.23 2,39 +0,74 1,33 +0,47 -
Compostos desconhecidos

Total 11,09 £2,55 0,46 + 0,06 16,41 £ 6,62 16,19 +4,40 -

*N = 1, em triplicata para cada extrato. Os dados sdo a média + o desvio padrdo das abundancias relativas de cada
composto, de acordo com a porcentagem do tamanho da drea do pico. (-) = Nao encontrados.
TAs posicdes das duplas ligagdes nio foram determinadas para estes alcadienos.

A configuracdo absoluta do 2-heptanol dos extratos cefélicos das
rainhas virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados foi determinada
através de andlises por CG-DIC empregando a coluna capilar quiral Lipodex-
E. As condicdes cromatograficas adequadas para a separacdo dos
enantiomeros foram alcancgadas utilizando o padrao (+)-2-heptanol comercial e
a identificacdo do tempo de retencdo de cada enantiOmero foi obtida co-
injetando a mistura racémica com (S)-2-heptanol (Figuras 17A-E; Parte
Experimental, pags. 120-123). A andlise do extrato cefdlico nas mesmas
condi¢Oes cromatograficas, e também a co-injecdo do extrato com o padrdao
(£)-2-heptanol comercial, permitiu confirmar a configuracao absoluta (S) para
o 2-heptanol presente no extrato cefdlico das rainhas virgens de Melipona

quadrifasciata.
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- A) (S) 10,16 min (R) 10,49 min
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Figura 17. Configuracdo absoluta do 2-heptanol dos extratos cefédlicos das rainhas virgens
de Melipona quadrifasciata Lepeletier com abdomes inflados (2-3 dias apds emergéncia)
determinada por CG-DIC com a coluna quiral Lipodex-E (28 m x 0,25mm x 0,25 x#m): (A)
(£)-2-heptanol comercial; (B) (S)-2-heptanol comercial; (C) mistura 2:1 do (£)-2-heptanol e
do (S)-2-heptanol comerciais, respectivamente; (D) 2-heptanol dos extratos cefélicos; e (E)
mistura 4:1 do 2-heptanol dos extratos cefdlicos e do (+)-2-heptanol comercial,
respectivamente.

Um composto de estrutura desconhecida foi encontrado nos extratos
cefélicos (Figura 16A, Tabelas 2 e 3) das rainhas virgens de M. quadrifasciata
com abdomes inflados. De acordo com a fragmentacdo de seu espectro de
massas (Figura 18A) em comparagdo com o espectro de massas do E,E-
farnesol da biblioteca Wiley275 do CG-EM, verificou-se que este composto
possui fragmentos de massas (m/z 55, 69 — pico base, 81, 93, 109, 123, 137)

caracteristicos de um sesquiterpeno (Figura 18B), além disso o que também
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chama atencao € o valor de seu indice de retengdo, IR (calculado) de 2968
(Tabela 2 acima), sugerindo que se trata de um terpeno com aproximadamente

30 carbonos.

Abundéncia (%)
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Figura 18. Espectros de massas do (A) terpeno desconhecido das rainhas virgens de
Melipona quadrifasciata Lepeletier e do (B) E,E-farnesol (M™ 222), obtido da biblioteca
Wiley275 do CG-EM .

Os extratos das glandulas de Dufour (Figura 19A; Tabelas 2 e 3) das
rainhas virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados sdo constituidos
somente por hidrocarbonetos: n-alcanos (25,7%; C23, C25 e C27), n-alcenos
(69,24%; C25:1, C27:1 e C29:1) e metil alcanos (5,06%; 11-Me-C25, 5-Me-
C25 e 11-Me-C27), os quais possuem 0S mesmos componentes majoritarios
dos extratos dos hidrocarbonetos epicuticulares (Figura 19B; Tabelas 2 e 3)
a saber : n-alcanos (32,21%; C21, C23, C25, C26, C27, C28 e C29), n-alcenos
(46,35%; C25:1, C26:1, C27:1, C29:1 e C31:1), metil alcanos (7,21%; 11-Me-
C25, 5-Me-C25, 11-Me-C27, 5-Me-C27, 11-Me-C29 e 11-Me-C31),

nonacosadieno (1,72%) e terpenos (1,42%; limoneno e geranil-linalol).
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Figura 19. Cromatogramas de fons das (A) glandula de Dufour, (B) hidrocarbonetos
epicuticulares e (C) glandulas tergais das rainhas virgens de Melipona quadrifasciata
Lepeletier com abdomes inflados. Em destaque o nerol, o geraniol e os hidrocarbonetos
majoritarios (C23, C25:1, C25, C27:1, C27 e C29:1).

Os extratos das glandulas tergais (Figura 19C; Tabelas 2 e 3) das
rainhas virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados consistem de n-
alcanos (15,56%; C23, C25, C26 e C27), n-9-alcenos (27,05%; C25:1, C26:1,
C27:1, C29:1 e C31:1), metil alcanos (7,8%; 11-Me-C25, 5-Me-C25, 11-Me-
C27, 5-Me-C27 e 11-Me-C29), nonacosadieno (0,63%), octadecanol (0,95%),
aldeidos lineares de cadeia longa (1,8%; hexadecanal e octadecanal), terpenos
(4,6%; nerol, geraniol, acetato de geranila, acetato de farnesila — isomeros 1 e

2 e geranil-linalol), acetatos de cadeia longa (2,45%; acetato de tetradecila,
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acetato de hexadecila, acetato de octadecila e acetato de eicosanila), acidos
carboxilicos (20,22%; acido tetradecandico, acido hexadecandico, acido
octadecadiendico, 4acido (Z)-9-octadecendico e dacido octadecandico) e
esterdides (2,75%; estigmast-5-en-3-ol e estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol). Estas
andlises confirmaram a presenca de nerol e geraniol nas glandulas tergais, na
mesma razio 1:2 (Tabela 2) observada nas andlises dos volateis coletados por
“headspace” dinamico (Figuras 15 e 19C) destas rainhas virgens.

A quantificacdo do nerol/geraniol das rainhas virgens de M.
quadrifasciata foi realizada apds determinacdo do fator de resposta do
espectrometro de massas aos terpenos empregando a formula de Dietz (Parte
Experimental, secdo 8.5.1.3, pag. 132; Raffa e Steffeck, 1988). A
quantificacdo da mistura nerol/geraniol (na razdo 1:2, respectivamente) nos
extratos de ‘“headspace” das rainhas virgens de M. quadrifasciata verificou
que em média 0,93 g da mistura nerol/ geraniol foram liberados por rainha
virgem (N = 6) durante 30 min e que em média 2,32 g da mistura
geraniol/nerol (na razdo 1:2, respectivamente) estavam presentes no extrato do
abdome de cada rainha virgem (N = 3). Estes resultados auxiliardo em testes
bioldgicos futuros com esta espécie.

Os experimentos em laboratorio com as rainhas virgens de M.
quadrifasciata evidenciaram fatos inéditos ndo observados em outros
trabalhos com espécies de Melipona (Koedam et al., 1995; Van Veen et al.,
1999), pois sempre era observado a inflacdo do abdome das rainhas virgens
frente as operdrias e ndo entre rainhas virgens. Portanto, este comportamento
demonstrou claramente que existe uma competi¢do territorial entre as rainhas
virgens de M. quadrifasciata.

As rainhas virgens de M. quadrifasciata inflam o abdome liberando
nerol e geraniol, produzidos pelas glandulas tergais (Figuras 15 e 19C; Tabela
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2), e com a realizacdo de movimentos circulares e bater de asas proporciona
uma maior evapora¢dao dos monoterpenos, o que € evidenciado pelo odor forte
no ninho quando existe uma grande quantidade destas rainhas. Este € o
primeiro relato de terpenos liberados por rainhas virgens com abdomes
inflados em abelhas sem ferrdo do género Melipona (Imperatriz-Fonseca e
Zucchi, 1995; Koedam et al., 1995; Van Veen et al., 1999).

A execug¢do de rainhas virgens pelas operarias de Melipona € relatada
como consequéncia do excesso de rainhas produzidas pela colonia
(Wenseleers et al., 2004). Possivelmente, um grande numero de rainhas
virgens de M. quadrifasciata com abdomes inflados, exalando os
monoterpenos, deve perturbar os quimioreceptores das operarias do ninho e
estimular a execucdo das rainhas virgens. Isto foi evidenciado em um
experimento preliminar realizado pelo Dr. Cristiano Menezes que observou
que os monoterpenos (nerol/geraniol na razao 1:2, respectivamente) aplicados
em um fantoche (uma operaria morta do ninho) fizeram as operarias agarrarem
e cortarem a cabeca do fantoche (trabalho ndo publicado). Estes dados
observados em nosso estudo com M. quadrifasciata € contrario ao relatado
recentemente por Jarau e colaboradores (2009) ao estudar a execugdo das
rainhas virgens de M. beecheii pelas operarias, pois estes autores propdem nao
ser um estimulo quimico que origina o ataque das operdrias nesta espécie de
Melipona, mas o ambiente conspicuo (Jarau et al., 2009), incluindo sons e
vibragdes que sdo produzidos pela corrida e bater de asas das rainhas (neste
trabalho ndo relatam nenhum estudo quimico).

Uma investigacdo recente realizada por Jarau e colaboradores (2010b)
demonstrou que o geraniol age como um componente determinante de casta,
sendo produzido pelas glandulas labiais de operdrias enfermeiras de M.

beecheii. Quando as larvas de M. beecheii sao alimentadas com um alimento
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enriquecido com 10 g de geraniol ocorre um aumento na produgdo de rainhas
(25% das larvas se tornam rainhas, sendo que a propor¢do normal ¢é
tipicamente menor que este valor). Este dado chama atencdo em relacdo aos
nossos resultados (Jarau et al., 2010b), mostrando como o geraniol ¢é
importante para as abelhas sem ferrdo do género Melipona na escolha e
formacao de suas rainhas.

Outro fato interessante € dos apicultores (criadores de abelhas do género
Apis) utilizarem a mistura de 6leo de capim-limao com cera de abelha em
caixas-iscas para capturar enxames de Apis que estdo procurando um novo
local para formar um ninho (Leopoldino et al., 2002). O geraniol € um dos
constituintes do 6leo das varias espécies de capim-limao (Cymbopogon spp.),
como também do 6leo de rosas e de geranio (Baydar, 2006; Jirovetz et al.,
2006; Rajeswara Rao et al., 2005; Rana et al., 2002). Isto evidéncia mais um

uso deste monoterpeno entre as abelhas.

3.2. Compostos volateis das rainhas virgens in vitro, rainhas
fisogastricas e machos da abelha sem ferrao Scaptotrigona aff.

depilis Moure (Hymenoptera: Apidae)

Testes de atratividade com rainhas virgens in vitro'’ de S. aff. depilis
(N = 20, 10-14 dias apos emergéncia; Figuras 20A-C) foram realizados em
laboratério, pelo Dr. Cristiano Menezes (FFCLRP, USP/ Ribeirdo Preto-SP),
onde as rainhas virgens in vitro foram colocadas individualmente em uma

placa de Petri (Corning, 150 x 30 mm) que continha machos de S. aff. depilis

'” Rainhas produzidas utilizando a técnica descrita por Camargo (1972), mais detalhes ver Menezes (2010).
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(N = 30; Figura 20D). Ap6s 10 min de observacgdo, verificou-se nenhuma
resposta dos machos frente a cada uma das rainhas virgens testadas.
Alternativamente, rainhas fisogastricas de S. aff. depilis (N = 10; Figura
20E) de ninhos locais foram submetidas ao mesmo teste de atratividade
perante os machos. Em um intervalo de 5 min, vdrios machos tentaram
copular com cada rainha fisogastrica testada (Figura 20F), o que demonstrou
que a rainha fisogastrica continua produzindo os feromOnios sexuais mesmo
estando tanto tempo dentro da col6nia. Devido a estas observagdes, cada
rainha fisogastrica foi colocada em um vial de 1,5 mL juntamente com uma
das rainhas virgens in vitro nao atrativas, a qual ficou encostando-se a rainha
fisogastrica dentro do vidrinho por 15 min e depois esta rainha virgem foi
colocada novamente com os machos na placa de Petri. Como resultado, alguns
machos tentaram copular com a rainha virgem e um deles conseguiu realizar a
copula (Figura 20G). Estes experimentos estdo disponiveis na tese de
doutorado de Menezes (2010). As rainhas virgens in vitro ndo atrativas
colocadas com uma rainha fisogéstrica serdo denominadas de agora em diante

de rainhas virgens in vitro atrativas (RVIVA).
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Figura 20. Testes de atratividade de rainhas de Scaptotrigona aff. depilis Moure em
laboratério: (A) e (B) placas de criagdo in vitro de rainhas; (C) rainha virgem in vitro; (D)
placas de petri com machos; (E) rainha fisogastrica; (F) aglomerado de machos em cima de
uma rainha fisogdstrica; (G) acasalamento de uma rainha RVIVA com macho. Fotos
gentilmente cedidas pelo Dr. Cristiano Menezes.

A reflex@o em cima dos resultados destes testes de atratividade levou a
questionar quais seriam os compostos epicuticulares que foram transferidos da
rainha fisogastrica para a rainha virgem in vitro nao atrativa tornando-a
atrativa aos machos e quais seriam as diferencas de composicdo quimica entre

as rainhas atrativas e nao atrativas.
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3.2.1. Resultados e discussao

Com o intuito de responder a estas questdes, as rainhas virgens in vitro
(nas duas fases do experimento), as rainhas fisogdstricas e os machos de S. aff.
depilis dos testes de atratividade foram capturados e extratos epicuticulares de
cada individuo (N = 1, em triplicata) e das secrecOes anais das rainhas
fisogéstricas foram obtidos e analisados por CG-EM (Parte Experimental,
secoes 8.1 € 8.5.2, pags. 119 e 133).

Os extratos epicuticulares dos machos de S. aff. depilis (Figura 21A e
Tabelas 4 e 5 abaixo) sao constituidos de hidrocarbonetos (100%; C23, C25,
C27:1, C27, C29:1, C29 e C31:1), assim como os extratos epicuticulares das
rainhas virgens in vitro (100%; C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-
C23, C24, C25:1, C25, C26, C27:1, C27, C29:1 e C29; Figura 21B e Tabelas
4¢e)).

Os extratos epicuticulares das rainhas fisogastricas de S. aff. depilis
(Figura 21C e Tabelas 4 e 5) sdo constituidos de hidrocarbonetos (70,19%;
C21:1, C22, C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23, C24, C25:1,
C25, C26:1, C26, C27:1, C27, C29:1, C29, C31:1 e C31), ésteres (20,82%;
hexanoato de hexila, butirato de decila, butirato de dodecila, butirato de 2-
tridecila, acetato de tetradecila, acetato de 5-tetradecenila, acetato de
tetradecenila (outro isOmero), octanoato de decila, acetato de 7-hexadecenila,
acetato de 9-hexadecenila, butirato de tetradecila e octanoato de dodecila),
cetonas (1,26%; 2-tridecanona, 2-pentadecanona e 2-nonadecanona), aldeidos
(1,3%; benzaldeido, 4-hidroxibenzaldeido e 2,4-di-hidréxibenzaldeido), acido
geranico (0,20%) e 1,9-nonanediol (0,75%).
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Figura 21. Cromatogramas de fons do extrato epicuticular: (A) do macho, (B) da rainha
virgem in vitro, (C) da rainha fisogéstrica e (D) da rainha RVIVA de Scaptotrigona aff.
depilis Moure. Em destaque alguns hidrocarbonetos (C23:1, C23, C25:1, C25, C26, C27:1,
C27, C29:1, C29, C31:1 e C31) e ésteres. *Undecano: padrdo interno.

Os extratos epicuticulares das rainhas RVIVA (Figura 21D; Tabelas
4 e 5) consistem de hidrocarbonetos (86,93%; C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-
C23, 3-Me-C23, C24, C25:1, C25, C26:1, C26, C27:1, C27, C29:1 e C29),
ésteres (10,64%; butirato de decila, butirato de dodecila, butirato de 2-
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tridecila, acetato de 5-tetradecenila, acetato de tetradecenila (outro isdmero),
octanoato de decila, acetato de 7-hexadecenila, acetato de 9-hexadecenila e
octanoato de dodecila) e cetonas (1,24%; 2-tridecanona e 2-pentadecanona).
Todos os compostos foram identificados pela comparacdo de seus espectros de
massas com dados da biblioteca Wiley275 do CG-EM e seus indices de
reten¢do calculados foram comparados com a literatura (Adams, 1995; Tabelas
4 e 5). Alguns ésteres foram co-injetados com padrdes comerciais de acordo
com a Tabela 4.

Os extratos das secrecoes anais das rainhas fisogastricas de S. aff.
depilis (Figura 22; Tabelas 4 e 5) sdo constituidos de hidrocarbonetos
(70,35%; C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23, C25:1, C25, C27:1,
C27, C29:1 e C29), ésteres (27,75%; hexanoato de hexila, butirato de decila,
butirato de dodecila, acetato de tetradecila, acetato de 5-tetradecenila, acetato
de tetradecenila (outro isdmero), octanoato de decila, acetato de 7-
hexadecenila, acetato de 9-hexadecenila, butirato de tetradecila e octanoato de

dodecila) e 4cido geranico (0,10%).
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Figura 22. Cromatograma de fons do extrato das secre¢des anais das rainhas fisogdstricas
de Scaptotrigona aff. depilis Moure. Em destaque alguns hidrocarbonetos (C23:1, C23,
C25:1, C25, C27:1, C27, C29:1 e C29) e ésteres.

Os n-alcenos e os acetatos insaturados encontrados nos extratos foram

derivatizados com DMDS/I, (Parte Experimental, secdo 8.4, pag. 128) e as
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andlises dos derivados DMDS por CG-EM (Parte Experimental, secao 8.1,
pag. 119) revelou que todos os espectros de massas possuiam o fragmento de
m/z 173, [CH3(CH,);CH=SCH;]", e os picos bases (100%) em m/z: 215
[CH;3(CH,),(CH=SCH;]" (n-C21), 229 [CH;(CH,),;;CH=SCH;]" (n-C22), 243
[CH3(CH,);,CH=SCH;]" (n-C23), 257 [CH3(CH,);sCH=SCH;]" (n-C24), 271
[CH;3(CH,);4,CH=SCH;]" (n-C25), 285 [CH;(CH,),;sCH=SCH;]" (n-C26), 299
[CH3(CH,),CH=SCH;]" (n-C27), 327 [CH3(CH,),sCH=SCH;]" (n-C29) e 355
[CH3(CH,),0CH=SCHj3]" (n-C31), sugerindo que a dupla ligacdo para estes n-
alcenos estava localizada no C-9 (Anexos A7-AlS5, pags. 177-179); como
descrito anteriormente na secdo 3.1.1 de M. quadrifasciata.

O espectro de massas do derivado DMDS do acetato de tetradecenila
(Tabela 4 - tg: 16,64 min) apresentou fragmentos de m/z 348 (ion molecular),
m/z 173 [CH;3(CH,);CH=SCH;]" ¢ m/z 175 [CH;COO(CH,),CH=SCH;]",
sugerindo que a dupla ligagdo estava localizada no C-5 (Anexo A16, pag. 180;
Buser et al., 1983). Os espectros de massas dos derivados DMDS de dois
1sOmeros do acetato de hexadecenila (Tabela 4 - tempos de retencao 16,80 min
e 18,30 min) possuiam ambos o fragmento de m/z 376 correspondente ao ion
molecular e os pares de fragmentos de m/z 173/203 {[CH;(CH,),CH=SCH;]"
e [CH3;COO(CH,)sCH=SCH;]"} e m/z 145/231 {[CH3(CH,)sCH=SCH;]" e
[CH;COO(CH,)sCH=SCHj5]"}, indicando que a dupla ligacio destes isOmeros
estava no C-7 e no C-9 (Tabela 4; Anexos Al7 e Al8, pags. 181-182). O
1sOmero do acetato de tetradecenila de tempo de retencdo de 18,26 min e o
isomero do acetato de hexadecenila com tempo de reten¢do de 19,79 min
(Tabela 4) nao tiveram a posi¢ao da dupla ligacdo determinada.

Os extratos epicuticulares das rainhas fisogéstricas de S. aff. depilis
(Tabelas 4 e 5) demonstram 33,98% de n-alcenos, 31,63% de n-alcanos e

4,58% de metil alcanos, enquanto nos extratos epicuticulares das rainhas
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virgens in vitro (Tabelas 4 e 5) foi observado uma predominancia de n-alcanos
(71,30%) em relacdo aos n-alcenos (26,30%) e metil alcanos (2,40%). No caso
das rainhas RVIVA (22,66% de n-alcenos; 61,81% de n-alcanos; 2,46% de
metil alcanos) manteve praticamente as mesmas diferencas observadas nas
rainhas virgens in vitro (Tabelas 4 e 5). No entanto, os extratos epicuticulares
dos machos (Tabelas 4 e 5) possuem aproximadamente a mesma abundéncia
relativa de n-alcenos (48,78%) e n-alcanos (51,22%); os metil alcanos nao
foram detectados nestes extratos. Essas diferencas nos hidrocarbonetos
cuticulares revelam uma distin¢ao casta-especifica e sexo-especifica, o que ja
€ conhecido para os insetos sociais como uma forma de reconhecimento dos
individuos da col6nia (Singer, 1998).

Os extratos epicuticulares das rainhas virgens in vitro, ndo atrativas nos
testes, e dos machos de S. aff. depilis (Tabela 5; Figuras 21A e 21B)
apresentaram somente hidrocarbonetos, enquanto os extratos epicuticulares
das rainhas fisogéstricas (Tabela 5; Figura 21C) que atrairam os machos
possuiam hidrocarbonetos, €steres, cetonas, aldeidos, 4dcido geranico e 1,9-
nonanediol. As rainhas RVIVA, que foram pouco atrativas nos testes,
apresentaram extratos epicuticulares (Tabela 5; Figura 21D) com uma pequena
quantidade de ésteres (os mesmos da rainha fisogdstrica, sem a presenca de
hexanoato de hexila e acetato de tetradecila), portanto a atratividade das
rainhas fisogastricas e rainhas RVIVA foi preliminarmente atribuida a
presenca destes ésteres (Tabela 5). De acordo com o teste realizado, a menor
atratividade observada nas rainhas RVIVA pode ser devido as diferencas nas
proporgdes destes €steres presentes na cuticula em relacdo aos das rainhas
fisogdstricas, pois a transferéncia destes ésteres ocorreu quando as rainhas
RVIVA foram colocadas com as rainhas fisogéstricas, o que nao realizou um

balanco correto com os compostos ja presentes na cuticula e ndo obteve um
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buqué perfeito como o presente na cuticula das rainhas fisogéstricas. Outro
fato curioso foi que praticamente a mesma composi¢ao quimica observada nos
extratos epicuticulares das rainhas fisogastricas de S. aff. depilis foi

encontrada nas suas secrec¢oes anais (Tabela 5; Figuras 21C e 22).
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Tabela 4. fons diagnésticos e indices de reten¢io dos compostos volateis de rainhas e machos de Scaptotrigona aff. depilis Moure

d

COMPOSTOS \ Tons diagnosticos - m/z (abundancia relativa em %) tr IR(calc.b IR‘m"’
Hidrocarbonetos

Nonadecenof 266 (M*; 22), 139 (13), 111 (31), 97 (76), 83 (100), 69 (72), 55 (70), 41 (29) 15,83 1877 -
Nonadecano 268 (M*; 6), 113 (11), 99 (17), 85 (56), 71 (75), 57 (100), 43 (66) 16,03 1900 1900
9-Heneicoseno® 294 (M*; 14), 139 (11), 125 (27), 111 (60), 97 (100), 83 (94), 69 (84), 55 (95), 43 (69) 17,56 2076 -
Heneicosano 296 (M*; 4), 113 (12), 99 (19), 85 (56), 71 (76), 57 (100), 43 (69) 17,77 2100 2100
11-Metilheneicosano 310 (M*; 1), 295 (3), 196 (4), 168 (36), 140 (13), 99 (23), 85 (61), 71 (78), 57 (100), 43 (55) 18,07 2138 -
7-Metilheneicosano 310 (M*; 1), 295 (3), 224 (15), 112 (35), 99 (10), 85 (32), 71 (85), 57 (100), 43 (48) 18,11 2143 -
9-Docoseno 308 (M*; 18), 139 (9), 125 (27), 111 (54), 97 (100), 83 (98), 69 (81), 57 (91), 43 (80) 18,38 2177 -
Docosano 310 (M*; 5), 113 (11), 99 (13), 85 (55), 71 (69), 57 (100), 43 (64) 18,57 2200 2200
9-Tricoseno® 322 (M*; 22), 139 (12), 125 (30), 111 (58), 97 (100), 83 (96), 69 (77), 55 (81), 43 (67) 19,17 2276 -
Tricosano® 324 (M*; 6), 113 (13), 99 (15), 85 (78), 71 (88), 57 (100), 43 (63) 19,34 2300 2300
11- Metiltricosano® 338 (M*; 1), 323 (2), 224 (1), 196 (18), 168 (27), 140 (7), 85 (57), 71 (75), 57 (100), 43 (52) 19,61 2335 2336
5-Metiltricosano 323 (M* -15; 3), 308 (2), 295 (2), 281 (22), 252 (5), 99 (14), 85 (100), 71 (56), 57 (88), 43 (89) 19,72 2351 2347
3-Metiltricosano 323 (M*-15; 1), 309 (34), 280 (4), 99 (18), 85 (45), 71 (63), 57 (100), 43 (59) 19,87 2372 2375
9-Tetracoseno 336 (M*; 19), 139 (11), 125 (29), 111 (60), 97 (100), 83 (98), 69 (82), 57 (90), 43 (74) 19,90 2376 -
Tetracosano 338 (M*; 3), 113 (11), 99 (17), 85 (53), 71 (76), 57 (100), 43 (58) 20,07 2400 2400
9-Pentacoseno® 350 (M*; 17), 139 (12), 125 (28), 111 (55), 97 (100), 83 (93), 69 (76), 57 (87), 43 (75) 20,66 2477 -
Pentacosano® 352 (M*; 2), 113 (10), 99 (18), 85 (54), 71 (76), 57 (100), 43 (62) 20,83 2500 2500
11-Metilpentacosano 366 (M*; 1), 351 (3), 224 (14), 196 (9), 168 (25), 140 (9), 85 (61), 71 (76), 57 (100), 43 (57) 21,10 2533 2534
7-Metilpentacosano 351 (M* -15; 3), 281 (14), 252 (4), 112 (44), 99 (9), 85 (34), 71 (89), 57 (100), 43 (50) 21,16 2540 2541
5-Metilpentacosano 351 (M*-15; 6), 309 (27), 99 (16), 85 (90), 71 (45), 57 (100), 43 (69) 21,23 2549 2550
9-Hexacoseno 364 (M*; 12), 140 (11), 125 (27), 111 (59), 97 (100), 83 (90), 69 (86), 57 (92), 43 (80) 21,45 2576 -
Hexacosano 366 (M*; 3), 113 (12), 99 (21), 85 (55), 71 (84), 57 (100), 43 (63) 21,64 2600 2600
9-Heptacoseno® 378 (M*; 12), 139 (11), 125 (27), 111 (55), 97 (100), 83 (96), 69 (76), 57 (92), 43 (75) 22,35 2677 -
Heptacosano§ 380 (M*; 3), 113 (12), 99 (17), 85 (61), 71 (80), 57 (100), 43 (64) 22,56 2700 2700
11-Metilheptacosano 379 (M* -15; 5), 252 (14), 224 (10), 196 (9), 168 (30), 99 (24), 85 (60), 71 (75), 57 (100), 43 (62) 22,87 2730 2734
9-Nonacoseno 406 (M*; 10), 139 (10), 125 (27), 111 (55), 97 (100), 83 (93), 69 (77), 57 (92), 43 (73) 24,51 2876 -
Nonacosano 408 (M*; 5), 113 (17), 99 (20), 85 (53), 71 (75), 57 (100), 43 (47) 24,81 2900 2900
9-Hentriaconteno 434 (M™*; 8), 139 (11), 125 (28), 111 (65), 97 (100), 83 (94), 69 (74), 57 (91), 43 (83) 27,60 3078 -
Hentriacontano 436 (M*; 1), 113 (12), 99 (19), 85 (56), 71 (73), 57 (100), 43 (56) 27,99 3100 3100
Cetonas

2-Heptanona** 114 (M%;7), 99 (4), 85 (3), 71 (18), 58 (70), 43 (100) 4,88 871 389
2-Undecanona** 170 (M*; 6), 155 (2), 127 (4), 112 (5), 95 (4), 85 (7), 71 (36), 58 (100), 43 (78) 10,40 1294 1291
2-Tridecanona® 198 (M*; 6), 183 (2), 170 (1), 155 (2), 140 (6), 96 (6), 85 (12), 71 (37), 58 (100), 43 (69) 12,00 1497 1481
Benzofenona 182 (M*; 67), 105 (100), 77 (53), 51 (17) 13,64 1651 -
2-Pentadecanona**® 226 (M*; 8), 211 (3), 168 (7), 127 (4), 96 (8), 85 (17), 71 (44), 58 (100), 43 (69) 14,15 1701 1689
2-Nonadecanona® 282 (M*; 8), 267 (4), 224 (4), 96 (12), 85 (13), 83 (14), 71 (46), 58 (100), 43 (73) 17,83 2109 -
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Continuacdo da Tabela 4

d

COMPOSTOS \ Tons diagnosticos - m/z (abundancia relativa em %) tr IR(calc.b IR‘m"’
Esteres

Hexanoato de hexila* 157 (M* -43; 1), 144 (2), 129 (3), 117 (100), 99 (66), 84 (56), 71 (22), 69 (23), 56 (48), 43 (72) 10,71 1385 1387
Butirato de decila* 185 (M* -43; 3), 176 (2), 140 (23), 111 (20), 97 (30), 89 (100), 83 (34), 71 (94), 56 (43), 43 (77) 12,98 1587 1590
Butirato de dodecila* 256 (M*; 1), 213 (4), 168 (13), 140 (11), 125 (7), 111 (17), 97 (32), 89 (100), 83 (35), 71 (78), 55 (39), 43 (72) 15,00 1788 -
Butanoato de 2-tridecila 255 (M*-15; 1), 182 (12), 125 (4), 115 (22), 97 (14), 89 (20), 83 (12), 71 (100), 57 (19), 55 (18), 43 (37) 15,10 1798 -
Acetato de tetradecila* 196 (M*-60; 5), 168 (8), 125 (9), 111 (23), 97 (44), 83 (56), 69 (51), 55 (48), 43 (100) 15,19 1808 1811
Hexadecanoato de metila* 270 (M*; 13), 239 (11), 227 (15), 143 (23), 87 (70), 74 (100), 55 (21), 43 (32) 16,26 1925 -
Acetato de 5-tetradecenila 194 (M*-60; 27), 166 (21), 138 (22), 124 (19), 109 (22), 96 (69), 82 (100), 71 (71), 67 (66), 55 (46), 43 (64) 16,64 1968 -
Octanoato de decila* 284 (M*; 1), 200 (1), 185 (3), 145 (100), 140 (32), 127 (30), 112 (17), 111 (17), 97 (26), 83 (26), 70 (27), 57 (54), 43 (43) 16,73 1978 -
Acetato de 7-hexadecenila 222 (M*-60; 16), 194 (4), 166 (5), 123 (18), 109 (36), 96 (83), 82 (100), 71 (18), 67 (81), 55 (70), 43 (98) 16,80 1987 1993
Butirato de tetradecila* 241 (M* -43; 5), 196 (9), 168 (6), 125 (8), 111 (18), 97 (34), 89 (100), 83 (38), 71 (67), 55 (37), 43 (63) 16,81 1988 -
Hexadecanoato de etila* 284 (M*; 13), 241 (14), 239 (15), 157 (22), 101 (62), 88 (100), 73 (16), 55 (21), 43 (25) 16,86 1993 1993
Acetato de hexadecila* 224 (M*-60; 5), 196 (9), 125 (11), 111 (27), 97 (63), 83 (63), 69 (54), 55 (58), 43 (100) 16,99 2008 2009
Octadecadienoato de metila 294 (M*; 20), 263 (13), 164 (16), 110 (28), 95 (65), 81 (100), 67 (90), 55 (62), 41 (66) 17,76 2100 -
Octadecenoato de metila 296 (M*; 7), 264 (34), 222 (24), 180 (18), 97 (45), 83 (51), 69 (59), 55 (100), 41 (56) 17,80 2105 -
Octadecanoato de metila* 298 (M*; 20), 267 (9), 255 (19), 199 (11), 143 (22), 87 (71), 74 (100), 55 (23), 43 (27) 17,98 2127 -
Acetato de tetradecenilaf 194 (M*-60; 28), 166 (28), 138 (27), 124 (25), 109 (23), 96 (75), 82 (100), 71 (36), 67 (65), 55 (63), 43 (65) 18,26 2162 -
Acetato de 9-hexadecenila 282 (M*; 1), 222 (21), 194 (4), 166 (4), 123 (17), 109 (36), 96 (85), 82 (100), 71 (52), 67 (72), 55 (59), 43 (62) 18,30 2167 -
Octanoato de dodecila* 312 (M*; 2), 213 (5), 200 (1), 168 (23), 145 (100), 140 (11), 127 (28), 111 (19), 97 (33), 83 (34), 69 (32), 57 (58), 43 (43) 18,38 2177 -
Butirato de hexadecila* 269 (M* -43; 4), 196 (4), 125 (9), 111 (18), 97 (31), 89 (100), 83 (34), 71 (62), 55 (34), 43 (51) 18,47 2188 -
Octadecanoato de etila* 312 (M*; 16), 269 (13), 267 (10), 157 (23), 101 (57), 88 (100), 55 (23), 43 (26) 18,51 2193 -
Acetato de octadecila* 312 (M*; 1), 252 (6), 224 (7), 125 (18), 111 (38), 97 (65), 83 (73), 69 (56), 55 (58), 43 (100) 18,63 2208 2210
9-Octadecenoato de hexadecila 507 (M*; 1), 506 (3), 283 (13), 264 (70), 222 (14), 180 (13), 111 (32), 97 (56), 85 (63), 69 (68), 57 (100), 43 (84) 19,67 2344 -
Acetato de hexadecenilat 282 (M*; 1), 222 (27), 194 (10), 166 (7), 123 (16), 109 (38), 96 (98), 82 (100), 67 (65), 55 (61), 43 (49) 19,79 2361 -
9-Octadecenoato de octadecila 535 (M*; 1), 534 (4), 283 (18), 264 (100), 222 (18), 180 (18), 111 (31), 97 (60), 83 (62), 69 (67), 57 (80), 43 (60) 31,61 3260 -
Aldeidos

Benzaldeido®* 106 (M*; 100), 105 (94), 77 (83), 51 (28) 5,24 964 961
4-Hidréxibenzaldeido** 122 (M*; 86), 121 (100), 93 (33), 65 (27), 50 (4) 10,36 1356 -
2,4-Dihidréxibenzaldeido** 138 (M*; 80), 137 (100), 120 (2), 109 (3), 92 (6), 81 (11), 69 (9), 53 (8) 11,38 1443 -
Octadecanal 268 (M*; 1), 250 (5), 224 (5), 123 (13), 109 (22), 96 (69), 82 (95), 68 (51), 57 (100), 43 (87) 17,12 2024 2021
Acidos

Acido geranico** 168 (M*; 2), 153 (1), 123 (12), 100 (17), 69 (100), 41 (44) 10,28 1350 -
Acido hexadecanéico 256 (M*; 56), 213 (39), 185 (31), 129 (49), 85 (39), 73 (100), 60 (80), 55 (83), 43 (84) 16,56 1959 -
Acido (Z2)-9-octadecendico 282 (M*; 6), 264 (17), 222 (9), 111 (33), 97 (52), 83 (59), 69 (81), 55 (100), 43 (58) 18,10 2142 2141
Alcoois

(S)-2-heptanol** ¥ 115 (M*-1; 1), 98 (6), 83 (13), 70 (8), 55 (21), 45 (100) 5,00 881 905
(S)-2-nonanol*# § 143 (M*-1; 1), 126 (4), 111 (3), 98 (10), 83 (6), 69 (27), 55 (18), 45 (100) 7,82 1097 1098
2-Undecanol** 171 (M*-1; 1), 154 (3), 126 (6), 111 (6), 97 (15), 83 (22), 69 (17), 55 (21), 45 (100) 10,49 1301 -
1,9-Nonanediol 124 (M* -36; 1), 112 (4), 95 (40), 82 (62), 68 (94), 67 (97), 55 (100), 41 (75) 11,42 1446 -
2-Tridecanol® 199 (M*-1; 1), 185 (3), 182 (3), 154 (5), 140 (2), 125 (5), 111 (12), 97 (21), 83 (18), 69 (20), 57 (24), 55 (22), 45 (100) 12,86 1503 -
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Continuacdo da Tabela 4

COMPOSTOS '~ lons diagnésticos - m/z (abundancia relativa em %) t’ IR cae)’  IRgit)’
Alcoois
2-Pentadecanol’ [ 210 (M*-18; 5), 182 (4), 140 (3), 125 (9), 111 (11), 97 (23), 83 (16), 69 (23), 57 (26), 55 (24), 45 (100) [ 1500 [ 1706 [ -

*Estes compostos foram co-injetados com padrdes sintéticos. **Estes compostos foram co-injetados com padrdes comerciais.

btR = tempo de reteng¢@o (min); IR (calc.) = indice de retengéo calculado (Van den Dool e Kratz, 1963); IR (lit.) = indice de reten¢do da literatura (Adams, 1995).
SAs anglises de CG-EM dos extratos cefilicos foram realizadas com um programa de temperatura diferente, por isso os tempos de retencio sio diferentes (veja Parte
Experimental, se¢do 8.1, pag. 119).

TA posicdo da dupla ligacdo ndo foi determinada para estes compostos insaturados.
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Tabela 5. Composi¢do quimica dos extratos epicuticulares e secre¢des anais de Scaptotrigona aff. depilis Moure

COMPOSTOS EXTRATOS EPICUTICULARES* EXTRATOS SECRECOES ANAIS*
RVIVA®  RVIV® M° RF®
Hidrocarbonetos
9-Heneicoseno 0,30 +£0,11 - - - -
Docosano 0,13 +0,04 - - - -
9-Tricoseno 18,71 £4.91 5,59 +2,19 10,78 + 14,14 - 20,74 £5.25
Tricosano 8,27 £ 0,68 5,95 +0,94 8,36 +2,15 1,43 +£0,45 7,16 £1,20
11- Metiltricosano 1,55 £ 0,39 0,40 + 0,09 1,11 £0,86 - 1,52 £ 0,11
5-Metiltricosano 0,51 £0,02 1,02 £0,21 0,45 £ 0,06 - 0,13 £0,08
3-Metiltricosano 2,52 +£0,48 1,04 £ 0,31 0,84 +£0,48 - 1,10 £ 0,13
Tetracosano 0,59 +£0,24 0,61 £0,12 0,64 +£0,26 - -
9-Pentacoseno 5,46 £0,36 2,17 £0,29 2,96 +3,07 - 5,42 1,54
Pentacosano 8,15 +3,63 15,88 £2,72 20,18 £7,33 26,11 £1,66 6,86 +0,92
9-Hexacoseno 0,56 £ 0,07 0,48 £ 0,03 - - -
Hexacosano 0,65 +0,34 1,29 £0,07 1,51 £0,51 - -
9-Heptacoseno 7,03 +1,10 10,58 + 1,84 9,43 £2,23 27,14 £0,83 1491 +£3,12
Heptacosano 10,87 £6,10 | 32,20 +£4,59 36,30 £ 12,55 17,09 1,38 7,07 1,53
9-Nonacoseno 1,33 £0,58 3,84 +1,44 3,13 +£0,01 17,09 £0,77 3,46 +1,63
Nonacosano 2,27 +£1,40 5,88 £ 1,07 431 +1,83 6,59 1,03 1,98 +£0,86
9-Hentriaconteno 0,59 £0,33 - - 4,55 +1,90 -
Hentriacontano 0,70 £ 0,21 - - - -
Cetonas
2-Tridecanona 0,45 +£0,07 0,29 +0,01 - - -
2-Pentadecanona 0,39 £ 0,01 0,95 £0,07 - - -
2-Nonadecanona 0,42 +£0,25 - - - -
Esteres
Hexanoato de hexila 0,83 £0,35 - - - 0,21 +0,01
Butirato de decila 0,28 +0,09 0,21 +£0,02 - - 0,16 +0,01
Butirato de dodecila 3,21 +£0,25 2,77 +1,74 - - 3,08 +£0,99
Butirato de 2-tridecila 0,96 £ 0,05 0,38 £ 0,03 - - -
Acetato de tetradecila 0,44 +0,08 - - - 0,58 +0,23
Acetato de 5-tetradecenila 5,93 +£0,60 2,93 £0,44 - - 6,47 £2,02
Octanoato de decila 2,11 £0,60 1,33 £0,29 - - 4,09 + 1,67
Acetato de 7-hexadecenila 3,27 +0,79 1,08 +£0,36 - - 5,08 +1,97
Butirato de tetradecila
Acetato de tetradecenilaf 0,41 £0,09 0,29 £ 0,10 - - 0,93 + 0,60
Acetato de 9-hexadecenila 1,24 +0,13 0,40 +0,11 - - 3,18 +1,08
Octanoato de dodecila 2,14 +£0,37 1,25 £0,44 - - 3,97 £0,89
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Continuacdo da Tabela 5

COMPOSTOS EXTRATOS EPICUTICULARES#* EXTRATOS SECRECOES ANAIS*
RF® RVIVA® M° RF°

Aldeidos

Benzaldeido 0,30 £0,01 - - - -

4-Hidréxibenzaldeido 0,74 £0,16 - - - -

2,4-Dihidréxibenzaldeido 0,26 +0,01 - - - -

Acido terpénico

Acido gerinico | 0,20+0,02 ] - | - | - | 0,10 +0,01

Alcool

1,9-Nonanediol [ 0,75+030 ] - | - | - | -

Nao identificados

Total | 548315 | 1,19+086 | - | - | 1,80 £0,55

*Média + desvio padrdo das abundancias relativas, de acordo com a porcentagem do tamanho da drea do pico. N = 1, em triplicata para cada casta e sexo.
RF = rainha fisogastrica; RVIVA = rainha virgem in vitro colocada com uma rainha fisogastrica; RVIV = rainha virgem in vitro; M = macho; (-) = ndo encontrados.

TA posicdo da dupla ligagdo ndo foi determinada para este acetato insaturado.
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Extratos das glandulas de Dufour e das glandulas tergais de todas as
rainhas também foram analisados por CG-EM (Parte Experimental, secoes 8.1
e 8.5.2, pags. 119 e 133) para verificar a origem dos €steres presentes nos
extratos epicuticulares.

Os extratos das glandulas tergais das rainhas fisogastricas de S. aff.
depilis (Figura 23A; Tabelas 4 e 6) sdo constituidos por hidrocarbonetos
(54,67%; C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23, C24, C25:1, C25,
11-Me-C25, 5-Me-C25, C26:1, C26, C27:1, C27, 11-Me-C27, C29:1, C29,
C31:1 e C31), ésteres (28,15%; butirato de dodecila, hexadecanoato de metila,
acetato de 5S-tetradecenila, octanoato de decila, butirato de tetradecila,
hexadecanoato de etila, octadecadienoato de metila, octadecenoato de metila,
octadecanoato de metila, acetato de 9-hexadecenila, octanoato de dodecila e
octadecanoato de etila), acidos carboxilicos (6,11%; acido hexadecandico e
acido 9-octadecendico), 2-tridecanona (0,19%) e benzaldeido (0,31%).

Os extratos das glandulas tergais das rainhas virgens de S. aff. depilis
(Figuras 23B e 23C; Tabelas 4 e 6) sdo constituidos por hidrocarbonetos (in
vitro: 61,07% - C19:1, C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23, C24,
C25:1, C25, 11-Me-C25, 5-Me-C25, C27:1, C27, 11-Me-C27 e C29:1; e
RVIVA: 36,85% - C19:1, C23:1, C23, 3-Me-C23, C25:1, C25, 11-Me-C25, 5-
Me-C25, C27:1, C27 e C29:1) e ésteres (in vitro: 31,30% - butirato de decila,
butirato de dodecila, acetato de 5-tetradecenila, octanoato de decila, butirato
de tetradecila, acetato de hexadecila, octanoato de dodecila e acetato de
octadecila; e RVIVA: 49.24% - butirato de decila, butirato de dodecila,
acetato de tetradecila, acetato de 5-tetradecenila, octanoato de decila, butirato

de tetradecila e octanoato de dodecila).
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Figura 23. Cromatogramas de fons dos extratos das glandulas tergais (A) da rainha
fisogdstrica, (B) da rainha virgem in vitro e (C) da rainha RVIVA de Scaptotrigona aff.
depilis Moure. Em destaque alguns hidrocarbonetos (C23:1, C23, C25:1, C25, C27:1, C27,
C29:1, C29, C31:1 e C31) e ésteres. *Undecano: padrdo interno.

Os extratos das glandulas de Dufour das rainhas fisogastricas (Figura
24A; Tabelas 4 e 6) sdo constituidos de hidrocarbonetos (5,55%; C23:1 e
C23), ésteres (85,9%; hexanoato de hexila, acetato de 7-hexadecenila, acetato
de 9-hexadecenila, acetato de hexadecenila (outro is6mero), butirato de
hexadecila, 9-octadecenoato de hexadecanila e 9-octadecenoato de

octadecanila) e benzofenona (1,07%).
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Figura 24. Cromatogramas de ifons dos extratos da glindula de Dufour (A) da rainha
fisogdstrica, (B) da rainha virgem in vitro e (C) da rainha RVIVA de Scaptotrigona aff.
depilis Moure. *Undecano: padrio interno.

Os extratos das glandulas de Dufour das rainhas virgens (Figuras
24B e 24C; Tabelas 4 e 6) consistem de hidrocarbonetos (in vitro: 86,0% e
RVIVA: 66,62%; mesma composi¢ao - C19:1, C19, C21:1, C21, 11-Me-C21,
7-Me-C21, C22:1, C22, C23:1, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23,
C24:1, C24, C25:1, C25, 11-Me-C25, 7-Me-C25, 5-Me-C25, C26:1, C26,
C27:1, C27, 11-Me-C27 e C29:1), cetonas (in vitro: 0,74% ¢ RVIVA: 0,53%;
mesma composicdo — benzofenona e 2-nonadecanona), €steres (in vitro:

7,78% - acetato de 7-hexadecenila, acetato de 9-hexadecenila, acetato de
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hexadecila, butirato de hexadecila, acetato de octadecila e 9-octadecenoato de
octadecanila; e RVIVA: 28,63% - acetato de tetradecila, acetato de 7-
hexadecenila, acetato de 9-hexadecenila, acetato de hexadecila, butirato de

hexadecila, acetato de octadecila e 9-octadecenoato de octadecanila) e

octadecanal (in vitro: 0,22% ¢ RVIVA: 0,14%).

Tabela 6. Composicdo quimica dos extratos das glandulas de Dufour e das glandulas
tergais de rainhas de Scaptotrigona aff. depilis Moure

COMPOSTOS RF? | RVIVA? RVIV®
Glandulas Glandula de ‘ Glandulas Glandula de Glandulas Glandula de
tergais* Dufour* tergais™ Dufour* tergais* Dufour*
Hidrocarbonetos
Nonadecenot - - 0,96 +0,06 0,06 +0,02 0,68 +0,01 0,10 £0,01
Nonadecano - - - 0,10 £ 0,04 - 0,12 +£0,03
9-Heneicoseno - - - 0,21 £0,04 - 0,28 +0,07
Heneicosano - - - 0,53 +0,03 - 0,59 +0,13
1 1-Metilheneicosano - - - 0,14 +0,04 - 0,19 +0,02
7-Metilheneicosano - - - 0,16 £0,02 - 0,19 £0,03
9-Docoseno - - - 0,43 £0,07 - 0,42 £ 0,05
Docosano - - - 0,32 £ 0,01 - 0,36 £ 0,04
9-Tricoseno 13,10 £2,99 3,55 £1,69 1,39 0,30 19,51 £ 0,61 12,60 +6,51 24,65 +4.41
Tricosano 6,16 +1,62 2,00 £1,16 3,67 £1,52 14,91 £ 1,33 8,50 +£1,57 20,06 +3,03
11-Metiltricosano 1,60 +0,05 - - 2,73 +£0,11 1,43 +£0,68 3,01 £0,21
5-Metiltricosano 2,67 £0,79 - - 1,91 £0,58 0,39 +0,01 0,80 £ 0,11
3-Metiltricosano 2,95 +£0,18 - 2,21 +0,69 1,01 +0,05 2,00 £0,10 1,64 +0,36
9-Tetracoseno - - - 0,82 +0,15 - 0,63 +0,68
Tetracosano 0,32 £0,02 - - 0,74 £ 0,12 0,41 +0,02 0,90 +0,21
9-Pentacoseno 4,64 +0,54 - 1,76 +0,40 5,62 +0,99 5,33 +£1,72 7,35 £2,11
Pentacosano 473 +£1,63 - 475 +£1,98 6,81 £1,05 5,71 +1,87 9,11 +2,01
11-Metilpentacosano 0,83 £0,36 - 0,51 £0,02 0,35 +£0,05 0,93 +£0,10 0,53 +£0,15
7-Metilpentacosano - - - 0,16 +£0,04 - 0,27 £0,01
5-Metilpentacosano 1,80 £0,49 - 2,02 £0,03 0,30 £ 0,04 1,23 0,12 0,42 +0,10
9-Hexacoseno 0,41 £0,01 - - 0,41 £0,05 - 0,60 +£0,18
Hexacosano 0,47 £0,05 - - 0,16 £ 0,01 - 0,26 £ 0,04
9-Heptacoseno 5,14 +0,87 - 11,81 £1,76 5,25 +0,34 13,85 +1,32 7,26 £2,72
Heptacosano 5,69 +2,66 - 471 +1,82 2,09 +0,05 391 1,73 3,53 +0,83
11-Metilheptacosano 0,39 +0,01 - - 0,24 +0,07 0,70 +0,01 0,42 +0,02
9-Nonacoseno 1,14 +0,34 - 3,06 £0,99 1,65 +0,08 3,40 £0,90 2,31 +1,04
Nonacosano 1,27 +0,62 - - - - -
9-Hentriaconteno 0,59 +0,23 - - - - -
Hentriacontano 0,77 +£0,08 - - - - -
Cetonas
2-Tridecanona 0,19 £0,01 - - - - -
Benzofenona - 1,07 £0,31 - 0,13 +0,02 - 0,33 £0,22
2-Nonadecanona - - - 0,40 +0,03 - 0,41 +£0,12
Esteres
Hexanoato de hexila - 3,09 £2.21 - - - -
Butirato de decila - - 1,75 £048 - 1,27 £0,29 -
Butirato de dodecila 2,80 £1,28 - 23,54 £2,97 - 13,64 +3,91 -
Acetato de tetradecila - - 091 £0,13 0,06 £ 0,02 - -
Hexadecanoato de metila 0,44 +£0,12 - - - - -
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Continuacdo da Tabela 6

COMPOSTOS RF? | RVIVA® RVIV?
Glandulas Glandulas de Glandulas Glandulas de Glandulas Glandulas de
tergais* Dufour* tergais™ Dufour* tergais™ Dufour*
Esteres
Acetato de 5-tetradecenila 5,86 +2,29 - 11,92 +3,46 - 8,05 +3,01 -
Octanoato de decila 1,89 +1,13 - 3,23 +1,11 - 2,10 £0,27 -
Acetato de 7-hexadecenila - 3,43 +£0,61 - 0,95 +£0,28 - 1,09 +£0,38
Butirato de tetradecila 1,28 +0,42 - 3,65 1,12 - 2,38 +1,01 -
Hexadecanoato de etila 0,59 £0,20 - - - -
Acetato de hexadecila - - - 2,36 0,03 1,37 +0,19 2,80 +0,84
Octadecadienoato de metila 0,89 £0,31 - - - - -
Octadecenoato de metila 5,18 £1,78 - - - - -
Octadecanoato de metila 1,73 £ 0,56 - - - - -
Acetato de 9-hexadecenila 3,02 +1,51 14,96 +6,20 - 0,16 0,07 - 0,09 £0,02
Octanoato de dodecila 3,34 +1,55 - 424 +1,26 - 1,96 +0,26 -
Butirato de hexadecila - 4,79 +£2,57 - 0,17 £ 0,06 - 0,10 £ 0,01
Octadecanoato de etila 1,13 +0,13 - - - - -
Acetato de octadecila - - - 0,82 +0,01 0,53 +£0,03 1,08 £0,58
9-Octadecenoato de hexadecila - 11,00 + 1,41 - - - -
Acetato de hexadecenilat - 3,31 +£1,95 - - - -
9-Octadecenoato de octadecila - 48,75 £0,35 - 24,11 £3,35 - 2,62 +0,10
Aldeidos
Benzaldeido 0,31 +£0,02 - - - - -
Octadecanal - - - 0,14 £0,01 - 0,22 +0,08
Acidos carboxilicos
Acido hexadecandico 0,37 £0,11 - - - - -
Acido (Z)-9-octadecendico 5,74 £2,01 - - - - -
Nao identificados
Total | 1057+450 | 7484007 | 1391+7,16 | 408+065 | 763+704 | 526+1,03

*Média + desvio padrdo das abundancias relativas, de acordo com a porcentagem do tamanho da drea do pico. N = 1, em
triplicata para cada casta.

°RF = rainha fisogéstrica; RVIVA = rainha virgem in vitro colocada com uma rainha fisogdstrica; RVIV = rainha virgem
in vitro; (-) = ndo encontrados.

TA posicéo da dupla ligagdo ndo foi determinada para estes compostos insaturados.

Alguns dos ésteres observados nos extratos epicuticulares (Tabela 5)
das rainhas fisogdastricas de S. aff. depilis foram identificados nos extratos das
glandulas tergais (butirato de dodecila, acetato de 5-tetradecenila, octanoato de
decila, butirato de tetradecila e octanoato de dodecila) e das glandulas de
Dufour (acetato de 7-hexadecenila e acetato de 9-hexadecenila) tanto das
rainhas fisogdstricas como das rainhas virgens in vitro e RVIVA (Tabela 6), o
que leva a concluir que as rainhas virgens possuiam os ésteres, mas nao
liberaram estes compostos para a superficie da cuticula. O motivo deste
acontecimento pode ser a necessidade da selecdo natural das rainhas virgens

pelas operérias, uma vez que na sele¢do ocorrem agressoes fisicas (Imperatriz-
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Fonseca e Zucchi, 1995; Wenseleers et al., 2004). Estas evidéncias estao de
acordo com as observacdes de Abdala e colaboradores (2005) que verificaram
que as rainhas fisogdstricas possuem glandulas epiteliais tegumentares no
terceiro tergito (no abdome) muito mais desenvolvidas do que as rainhas
virgens, as quais devem produzir feromOnios para as interacoes sociais.

A fungdo da glandula de Dufour em abelhas sem ferrdo € desconhecida.
Anélises dos extratos da glandula de Dufour de rainhas de Melipona bicolor
(Abdalla et al., 2004) revelaram que as rainhas virgens possuem somente
hidrocarbonetos (n-alcanos, n-alcenos e metil alcanos - C17 a C32), enquanto
as rainhas fisogéstricas sdo constituidas por ésteres (isobutirato de dodecila,
1sobutirato de tetradecila, acetato de dodecila, acetato de tetradecila, acetato de
farnesila e acetato de geranil-geranila) e hidrocarbonetos (n-alcanos, n-alcenos
e metil alcanos — C15 e C31). Entretanto, os extratos da glandula de Dufour
das rainhas virgens de S. mexicana (Grajales-Conesa et al., 2007) sao
constituidos de 2-alcandis (2-heptanol, 2-nonanol, undecadien-2-ol, undecen-
2-ol e 2-undecanol), cetonas (2-heptanona e 2-nonanona), decano e €steres
(hexanoato de hexila e octanoato de hexila), enquanto as rainhas fisogdstricas
possuem somente ésteres (butanoato de hexila, hexanoato de hexila e
octanoato de hexila). Estes dados demonstram diferencas na composi¢ao
quimica da glandula de Dufour que dependem da espécie e do estado de
desenvolvimento da rainha.

No presente trabalho os extratos da glandula de Dufour das rainhas
fisogastricas de S. aff. depilis (Tabela 6; Figura 24A) revelaram a presenca de
ésteres principalmente ésteres de cadeia longa, o 9-octadecenoato de
hexadecanila e 0 9-octadecenoato de octadecanila, enquanto as rainhas virgens
possuiam principalmente hidrocarbonetos, cetonas e ésteres (Tabela 6; Figuras

24B e 24C). O hexanoato de hexila foi localizado nos extratos de glandulas de
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Dufour das rainhas fisogéstricas de S. aff. depilis (Tabela 6; Figura 24A), o
qual foi observado nos extratos epicuticulares e das secrecdes anais destas
rainhas (Tabela 5; Figuras 21C e 22).

O fato das rainhas fisogastricas continuarem secretando feromoOnios
sexuais que atraem os machos ja foi relatado para Lestrimelitta ehrhardti
(Sakagami e Laroca, 1953), Schwarziana quadripunctata (Campos e Melo,
1990), Scaptotrigona postica (Sakagami e Laroca, 1953; Engels e Engels,
1988), Melipona quadrifasciata (Campos e Melo, 1990), Tetragonisca
angustula (Fierro et al., 2011) e agora para Scaptotrigona aff. depilis, como
observado nos testes de atratividade. A cOpula dos machos com as rainhas
fisogéstricas foi observada somente em condicdes artificiais e de perturbacao,
pois as operdrias ndo permitem que os machos permanecam dentro da coldnia
quando estdo na fase adulta (Nogueira-Neto, 1997) e por isso, € pouco
provavel que as rainhas fisogastricas secretem estas substancias atrativas com
o intuito de realizar uma nova cépula. A hipdtese mais plausivel € que essas
substancias regulem outras funcdes comportamentais das operdrias no
contexto colonial, como acontece em subespécies de Apis mellifera, nas quais
os feromonios da rainha regulam o desenvolvimento do ovario das operérias
(Hoover et al., 2003). Porém, experimentos futuros poderdo confirmar esta
hipdtese em abelhas sem ferrdo.

Extratos cefalicos de cada individuo de rainhas e machos (N = 1, em
triplicata) também foram analisados por CG-EM (Parte Experimental, secdes
8.1 e8.5.2, pags. 119 e 133).

Os extratos cefalicos dos machos de S. aff. depilis (Figura 25A; Tabela
7) sao constituidos de cetonas (83,48%; 2-heptanona, 2-undecanona, 2-
tridecanona e 2-pentadecanona), dlcoois (6,65%; 2-heptanol e 2-tridecanol) e

benzaldeido (9,87%).
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Figura 25. Cromatogramas de fons dos extratos cefélicos (A) de macho, (B) de rainha
virgem in vitro, (C) de rainha RVIVA e (D) de rainha fisogéstrica de Scaptotrigona aff.
depilis Moure. *Undecano: padrio interno.

Os extratos cefalicos das rainhas in vitro e RVIVA (Figuras 25B e
25C; Tabela 7) sao constituidos somente por 2-alcandis (100%; 2-heptanol, 2-
nonanol, 2-undecanol, 2-tridecanol e 2-pentadecanol), enquanto nos extratos

cefalicos das rainhas fisogastricas (Figuras 25D; Tabela 7) foram
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observados  hidrocarbonetos (97,61%;  9-tricoseno, tricosano, 11-

metiltricosano, 9-pentacoseno, pentacosano, 9-heptacoseno e heptacosano) e

2-heptanol (2,39%).

Tabela 7. Composi¢cdo quimica dos extratos cefdlicos de rainhas e machos de

Scaptotrigona aff. depilis Moure

COMPOSTOS

‘ EXTRATOS CEFALICOS* ‘

Hidrocarbonetos

RVIVA®

RVIV®

9-Tricoseno
Tricosano
11-Metiltricosano
9-Pentacoseno
Pentacosano
9-Heptacoseno
Heptacosano

37,712 +£3,49
11,73 + 1,11
4,75 £ 0,08
7,60 + 1,82
8,58 £1,67
15,42 + 3,04
11,81 + 1,34

Cetonas

2-Heptanona
2-Undecanona
2-Tridecanona
2-Pentadecanona

6,38 +1,93
4,59 £ 0,94
68,20 £ 0,12
4,31£1,16

Alcoois

(S)-2-heptanol
(8)-2-nonanol
(8)-2-undecanol
2-Tridecanol
2-Pentadecanol

2,39+ 0,08

26,45 +£3,42
15,46 £ 1,30
14,11 + 1,55
42,81 +£2,29
1,17+0,21

23,96 £ 1,49
13,87 + 1,53
14,95 + 0,28
45,85 + 0,53
1,37+0,58

4,61 £3,70
2,04 £0,05

Aldeido

Benzaldeido

9,87 +3,47

*Média + desvio padrao das abundancias relativas, de acordo com a porcentagem do tamanho da drea do pico. N = 1, em
triplicata para cada casta e sexo.

SRF = rainha fisogdstricas; RVIVA = rainha virgem in vitro colocada com uma rainha fisogéstrica; RVIV = rainhas
virgens in vitro; M = machos; (-) = ndo encontrados.

As composi¢des quimicas dos extratos cefdlicos de machos, rainhas
virgens (in vitro e RVIVA) e rainhas fisogastricas de S. aff. depilis (Tabela 7;
Figuras 25A-D) sdo bem distintas e permitem diferenciar as castas e sexos. A
presenca majoritdria de cetonas nos machos, 2-alcandis nas rainhas virgens e
hidrocarbonetos nas rainhas fisogastricas precisa ser investigada.

As configuracdes absolutas do (S)-2-nonanol e do (S)-2-heptanol dos

extratos cefdlicos de machos, rainhas virgens (in vitro e RVIVA) e rainhas
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fisogastricas de S. aff. depilis foram determinadas por CG-FID (Parte
Experimental, secdo 8.1, pdg. 119; Tabela 7; Figuras 26A-E e 27A-E abaixo).
Os tempos de retencdo dos dois enantiomeros do (+)-2-undecanol comercial e
do 2-undecanol natural foram verificados empregando a coluna quiral
Chrompack (Figuras 28A-C) e foi possivel verificar que a eluicdo do 2-
undecanol natural era compativel com o isdmero de maior tempo de retengao
(Figura 30C). Partindo do principio que na mesma coluna quiral, o isdbmero de
maior tempo de reten¢ao para o 2-nonanol € o isomero 2-(S) (Figuras 27A-E),
portanto, sugerimos que o 2-undecanol natural também seja 2-(S). A
configuragdo 2-(S) j4 havia sido observada anteriormente para o 2-nonanol dos
extratos cefalicos e abdominais de machos de Plebeia droryana (Pianaro et
al., 2009). A identificacdo da configuracdo absoluta é importante para testes

de campo (Mori, 2007).
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Figura 26. Configuracio absoluta do 2-heptanol dos extratos cefdlicos das rainhas virgens
de S. aff. depilis Moure determinada por CG-DIC com a coluna quiral Lipodex-E (28 m x
0,25mm x 0,25 wpm): (A) (+)-2-heptanol comercial; (B) (S)-2-heptanol comercial; (C)
mistura (2:1) do (£)-2-heptanol e do ($)-2-heptanol comercial; (D) 2-heptanol dos extratos
cefdlicos de rainhas virgens; e (E) mistura (4:1) do 2-heptanol dos extratos cefédlicos de
rainhas virgens e (+)-2-heptanol comercial.
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Figura 27. Configuracdo absoluta do 2-nonanol dos extratos cefdlicos das rainhas virgens
de S. aff. depilis Moure determinada por CG-DIC com a coluna quiral Chrompack CP-
Chirasil-Dex CB (25 m x 0,25mm x 0,25 gm): (A) (+)-2-nonanol comercial; (B) ($)-2-
nonanol comercial; (C) mistura (2:1) do (£)-2-nonanol e do (5)-2-nonanol comerciais; (D)
2-nonanol dos extratos cefdlicos de rainhas virgens; e (E) mistura (4:1) do 2-nonanol dos
extratos cefdlicos de rainhas virgens e (+)-2-nonanol comercial.
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Figura 28. Configuracdo absoluta do 2-undecanol dos extratos cefdlicos das rainhas
virgens de S. aff. depilis Moure determinada por CG-DIC com a coluna quiral Chrompack
CP-Chirasil-Dex CB (25 m x 0,25mm x 0,25 gm): (A) (£)-2-undecanol comercial; (B) 2-
undecanol dos extratos cefélicos de rainhas virgens; e (C) mistura (4:1) do 2-undecanol dos
extratos cefédlicos de rainhas virgens e (+)-2-undecanol comercial.

Engels e colaboradores (1993) verificaram que os 2-alcandis (2-
heptanol, 2-octanol, 2-nonanol, 2-decanol, 2-undecanol, 2-dodecanol, 2-
tridecanol, 2-tetradecanol, 2-pentadecanol, 2-hexadecanol, 2-heptadecanol)
estdo presentes nos extratos cefélicos das rainhas de S. postica (com 3 a >50
dias de idade), além da presenca de hidrocarbonetos, cetonas, ésteres, dcidos
carboxilicos e outros alcodis. Eles verificaram que as rainhas virgens de 10-12
dias possuiam de 60 a 80% da composi¢ao quimica dos extratos cefalicos com
2-alcandis (Engels et al., 1993). Testes de campo utilizando fantoches
impregnados com os quatro dos 2-alcan6is majoritarios (2-heptanol, 2-

nonanol, 2-undecanol e 2-tridecanol) atrairam os machos de S. postica
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presentes numa aglomeracdao (Engels et al., 1990). Verdugo-Dardon e
colaboradores (2011) também verificaram que os 2-alcandis (2-heptanol, 2-
nonanol e 2-undecanol) sdo os principais compostos dos extratos cefdlicos das
rainhas virgens de S. mexicana. Estes dois trabalhos demonstram que o padrao
de compostos volateis nos extratos cefdlicos das rainhas virgens de S. postica
e S. mexicana € constituido majoritariamente por 2-alcandis e no caso deste
trabalho com rainhas virgens de S. aff. depilis é composto exclusivamente de
2-alcandis. Portanto, a presenca e a propor¢do entre os 2-alcandis € um grande

diferencial das rainhas virgens destas espécies do género Scaptotrigona.

3.3. Testes preliminares de campo

O entendimento da linguagem quimica utilizada pelas abelhas sem
ferrdo € fundamental para compreender o uso dos diversos compostos volateis
exalados por suas glandulas exdcrinas na comunicagdo entre os individuos
dentro e fora do ninho, o que somente € obtido através da realizacdo de
bioensaios em laboratorio e testes de campo dos compostos identificados.

A ocorréncia de 2-alcandis nas secrecOes cefalicas de operarias e
rainhas de varias abelhas sem ferrdo (Frieseomelitta trichocerata, F.
xanthopleura, F. silvestrii languida, Geotrigona mombuca, Lestrimelitta
limdo, S. postica, S. mexicana, Trigona hyalinata, T. spinipes, T. hypogea, T.
truculenta, Tetragona clavipes e Tetragonisca angustula) (Engels et al., 1990;
Francke et al., 2000; Johnson et al., 1985; Luby et al., 1973; Verdugo-Dardon
et al., 2001) e a verificacao do (S)-2-heptanol e do (S)-2-nonanol nos extratos
cefélicos de rainhas de M. quadrifasciata e S. aff. depillis (Capitulo 1 — secdes
3.1 e 3.2, pags. 50-52, 77-83) e de machos de P. droryana (Pianaro et al.,
2007) estimulou a verifica¢ao da fun¢ao destes 2-alcandis em testes de campo

84



Capitulo 1 — Abelhas Sem Ferrdo

com abelhas sem ferrdo. Além disso, testes de campo com extratos, padroes
sintéticos e comerciais € compostos isolados do extrato epicuticular de rainhas
fisogdastricas de S. aff. depilis (Capitulo 1 — secdo 3.2, pag. 57; Parte
Experimental — secdo 8.5.2.1, pdg. 134) foram também avaliados. Todos os
testes foram realizados e interpretados com o auxilio do Dr. Cristiano
Menezes € o MSc. Ayrton Vollet Neto (FFCLRP, USP/ Ribeirdo Preto-SP).

Os resultados sdo discutidos a seguir.

3.3.1. Resultados e discussao

Os 2-alcandis comerciais [(S)-(+)-2-heptanol, (S)-(+)-2-nonanol,
mistura do (S)-(+)-2-heptanol e (S)-(+)-2-nonanol (1:1), (£)-2-heptanol, (£)-2-
nonanol e (*)-2-undecanol] foram utilizados em bioensaios de atratividade de
longa distancia. Portanto, a resposta seletiva de sete espécies diferentes de
abelhas sem ferrao (P. droryana, N. testaceicornis, S. aff. depilis, F. varia, F.
silvestrii, T. angustula e Friesella schrottkyi) foi observada quando os

compostos foram colocados em tiras de papel de filtro num varal (Figura 29;

Figura 29. Local dos ninhos das abelhas sem ferrdo do teste de campo com os 2-alcandis.
Foto: Adriana Pianaro.
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O (5)-(+)-2-heptanol e a mistura (S5)-(+)-2-heptanol/(S)-(+)-2-nonanol
(1:1) atrairam operdrias de P. droryana (N= 4), N. testaceicornis (N= 2) e
Frieseomelitta silvestrii (N= 6). Curiosamente, os 2-alcandis racémicos ((£)-2-
heptanol, (+)-2-nonanol e (£)-2-undecanol) ndo foram atrativos, o que indica
uma possivel anulacido do efeito atrativo do enantiomero (S) pelo enantidomero
(R) presente na mistura racémica.

Os 2-alcandis ndo atrairam nenhum macho dos meliponineos testados, o
que chama atencdo, pois o (§)-2-nonanol foi identificado nos extratos
cefalicos de machos de P. droryana (Pianaro, 2007). Possivelmente, a atracao
seletiva exercida nas operdrias de P. droryana, N. testaceicornis e F. silvestrii
pelos (S)-2-alcandis indica o uso de sinais especificos entre os sexos, pois se
sabe que existem sinais quimicos que sdo usados por machos e/ou rainhas que
sdo detectados por operérias, vice-versa. Isto é notado no enxameamento para
a formagdo de um novo ninho, onde rainhas virgens acompanham operarias
para o novo local e os machos esperam 14 antecipadamente, indicando que os
odores da rainha sdo dispersos a partir do ninho (Roubik, 2006). Além disso,
nos testes foi observado que as operdrias voavam ao redor das tiras e, as vezes,
em periodos curtos, algumas operdrias posavam e ndo agrediam as fitas,
sugerindo neste caso que os (S)-2-alcandis ndo agem como feromodnios de
alarme para estas espécies (Luby et al., 1973; Johnson et al., 1985 e Francke
et al., 2000), mas feromOnios de recrutamento de operarias.

Os padrdes sintéticos e comerciais, fragdes de compostos naturais
isolados e os extratos de rainhas de S. aff. depilis foram testados em
aglomerados de machos de S. aff. depilis através de testes a curta e a longa
distancia. Os compostos foram adsorvidos em tiras de papel de filtro (varal),
algodao e feltro preto (Figuras 30A-C; Parte Experimental, secdo 8.5.2.2, pag.
135).
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Figura 30. (A) Local dos testes de atratividade, em destaque varios ninhos de
Scaptotrigona aff. depilis Moure; (B) teste a curta distancia (apresentando o composto ao
aglomerado de machos) e (C) teste a longa distancia (em varal). Em destaque o aglomerado
de machos e as fitas de papel de filtro com os compostos e extratos testados. Fotos: Adriana
Pianaro.

Os testes a longa distancia com todos os extratos, padrdes sintéticos e
comerciais, compostos naturais isolados e misturas dos mesmos ndo atrairam
os machos de Scaptotrigona aff. depilis.

Ja nos testes a curta distancia oferencendo os compostos e extratos em
tiras de papel e algoddo, os extratos epicuticulares das rainhas fisogastricas
atrairam os machos, os quais dispersaram do aglomerado e perseguiam o

material, mas sem copular. Os extratos epicuticulares e cefdlicos das rainhas
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virgens in vitro € demais extratos das rainhas fisogastricas (glandula de
Dufour, glandulas tergais, cefalico e secrecdes anais) ndo foram atrativos. Os
padroes sintéticos e comerciais (butirato de decila, butirato de dodecila,
butirato de tetradecila, butirato de hexadecila, octanoato de decila, octanoato
de dodecila, acetato de tetradecila, acetato de hexadecila, 2-nonadecanona,
hexanoato de hexila, acetato de (Z)-9-tetradecenila, acetato de (Z£)-9-
hexadecenila, benzaldeido, p-hidroxibenzaldeido, 2,4-diidroxibenzaldeido e
acido geranico) e misturas destes compostos sintéticos e comerciais deram
respostas negativas, pois em nenhum caso os machos foram atraidos ou se
dispersaram. Entretanto, como a mistura dos ésteres continha menos
constituintes que a dos extratos epicuticulares das rainhas fisogastricas,
considerou-se adequado ter a mistura natural dos ésteres para realizar os
testes. A separagdo dos ésteres do extrato epicuticular foi alcancada através de
coluna cromatogréafica de silica impregnada de nitrato de prata, onde se obteve
uma fracdo com a mistura n-alcanos/metil alcanos, uma fracdo com n-alcenos,
uma fracdo com a mistura de n-alcenos/€steres e uma fracdo com acetatos
insaturados (Parte Experimental, secdo 8.5.2.1, pag. 134). Nos testes de campo
a curta e a longa distancia infelizmente estas fracdes ndo promoveram
nenhuma resposta nos machos. A mistura de todas as fracOes, na mesma
propor¢do, logrou uma resposta dos machos, que se dispersaram lentamente
do aglomerado, mas sem perseguicao ativa do material.

Nos testes a curta distancia, a 2-heptanona, a 2-nonanona, a 2-
undecanona e a mistura destas cetonas sintéticas (1:1:1) repeliram os machos,
sendo a 2-heptanona mais eficiente. Estas cetonas foram identificadas nos
extratos cefélicos dos machos de S. aff. depilis (Tabela 6; Capitulo 1 - sec¢do
3.2, pags. 77-79), sugerindo que se tratam de feromonios de alarme. O (S5)-2-

heptanol e a mistura (S)-2-heptanol/(S)-2-nonanol (1:1) induziram uma
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dispersao lenta, com saida de alguns machos do aglomerado e sem
perseguicdo do material, como observado para a mistura das fracdes do extrato
epicuticular das rainhas fisogastricas de S. aff. depilis. O (S)-2-nonanol ndo
induziu nenhuma resposta dos machos.

Segundo Verdugo-Dardon e colaboradores (2011), os 2-alcandis (2-
heptanol, 2-nonanol e 2-undecanol) presentes nos extratos cefdlicos de rainhas
virgens de S. mexicana sdo os responsaveis pela atracdo dos machos, o que foi
evidenciado em testes de campo. Em nossos testes preliminares com machos
de S. aff. depilis, os extratos cefalicos das rainhas virgens e fisogéstricas ndo
atrairam os machos, mas foram atraidos pelos extratos epicuticulares das
rainhas fisogastricas. Estes dados revelam uma diferenca entre os feromonios
sexuais de espécies do mesmo género de abelhas sem ferrdo.

A dispersdo e perseguicdo do algoddo e da tira de papel com o extrato
epicuticular das rainhas fisogastricas de S. aff. depilis, sem provocar a cOpula
dos machos, levou a concluir que os machos necessitavam de um estimulo
visual para realizar o ato de acasalamento com o material. Portanto, o extrato
epicuticular das rainhas fisogdstricas, as fracdes dos compostos naturais
isolados, a mistura das fracdes e os padrOes sintéticos e comerciais que
induziram uma resposta dos machos [(S)-2-heptanol, a mistura (S$)-2-
heptanol/(S§)-2-nonanol (1:1), 2-heptanona, a 2-nonanona, a 2-undecanona e a
mistura destas cetonas sintéticas (1:1:1)] foram depositados num material
escuro, no caso um feltro preto, pois a rainha virgem atrativa e a rainha
fisogdstrica sdo escuras. Foi observado o mesmo comportamento anterior para
as fracOes, misturas das fracdes e os padroes, porém o extrato epicuticular das
rainhas fisogdstricas sobre o feltro induziram, desta vez, um atracado forte dos
machos, os quais copularam com o feltro preto (Figuras 31A e 31B). Este

experimento confirma que foram extraidos todos os compostos atrativos que
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induzem a cépula dos machos de S. aff. depilis e que os machos necessitam de

um estimulo visual.

Figura 31. (A) Machos de Scaptotrigona aff. depilis Moure atraidos pelo pedago de feltro
preto com o extrato epicuticular das rainhas fisogdstricas, cobrindo-o totalmente, e (B)
copulando com o feltro mesmo apds 2 min de observacao. Fotos: Ayrton Vollet Neto.

3.4. Conclusoes parciais

Este trabalho revelou que as rainhas virgens de M. quadrifasciata com
abdomes inflados exalam uma mistura de nerol/geraniol, na razao 1:2,
respectivamente, na presenca de outras rainhas virgens, os quais sdo liberados
pelas glandulas tergais do abdome. Estes monoterpenos indicam o nivel de
maturidade das rainhas virgens de M. quadrifasciata e auxiliam as operdrias a
verificarem o excesso de rainhas virgens presentes no ninho, levando a
expulsdo ou exterminio destas rainhas. Além disso, estes monoterpenos
podem estar envolvidos na selecdo de uma nova rainha.

A anélise dos extratos epicuticulares de machos, rainhas virgens (in
vitro e RVIVA) e rainhas fisogéstricas de S. aff. depilis revelaram a presencga
de ésteres somente nos extratos das rainhas fisogastricas e RVIVA, os quais
foram encontrados nos extratos das glandulas tergais e de Dufour de rainhas

fisogastricas e virgens. Os extratos cefdlicos de machos e rainhas (virgens,
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RVIVA e fisogastricas) possuem uma composicdo quimica totalmente
diferente, o que auxilia na diferenciagdo entre as castas € 0s sexos.

Nos testes de campo, o (S5)-(+)-2-heptanol e a mistura (S)-(+)-2-
heptanol/(S)-(+)-2-nonanol (1:1) atrairam somente operarias de P. droryana,
N. testaceicornis e Frieseomelitta silvestrii, o que confirma o motivo da
predominancia da configuracdo absoluta (S) entre os 2-alcanodis e evidéncia a
importancia da determinacdo da configuracdo absoluta dos compostos
identificados. Estes dados foram publicados recentemente (Pianaro et al.,
2009).

Os testes de campo a longa distancia com os extratos das rainhas de S.
aff. depilis, os padrOes e as fracOes nao atrairam os machos de Scaptotrigona
aff. depilis. Nos testes a curta distancia, os extratos epicuticulares das rainhas
fisogastricas de Scaptotrigona aff. depilis atrairam e estimularam a cépula dos
machos quando testados num pedago de feltro preto, levando a concluir que os
machos além do estimulo quimico necessitam de um estimulo visual pois
quando testado em algoddo e tiras de papel somente induzia a dispersdao do
aglomerado de machos sem estimular a cOpula. A resposta negativa dos
extratos epicuticulares das rainhas fisogdstricas nos testes a longa distancia
indica que os machos de Scaptotrigona aff. depilis necessitam de outro
composto voléatil para formarem aglomerados perto da entrada do ninho.

Os compostos isolados do extrato epicuticular das rainhas fisogastricas
de Scaptotrigona aff. depilis ndo induzem nenhuma resposta nos machos, mas
somente uma dispersao lenta quando estdo todos juntos em mistura, levando a
concluir que nao ha atracdo dos machos com os compostos separados e que €
necessdria uma propor¢ao correta dos compostos para ocorrer a atragao e

copula.
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4. Capitulo 2 - Composicao quimica do veneno de operarias e
rainhas das formigas “lava-pés” Solenopsis saevissima Smith
(Hymenoptera: Formicidae) e a variacao de estereoisomeros das

solenopsinas e isosolenopsinas

4.1. Composicao quimica do veneno de operarias e rainhas das

formigas “lava-pés” Solenopsis saevissima Smith

A ocorréncia de operdrias polimérficas (com variacdo de tamanho) nas
formigas lava-pés e a variacdo da composicdo quimica do veneno entre as
espécies levantou a questao da diversidade da composicdo e configuracdo dos
alcaléides do veneno de operdrias e rainhas da mesma espécie. Por isso, os
venenos de operdrias e rainhas de formigas S. saevissima da regido sudeste do
Brasil foram monitorados, especificadamente de 5 ninhos do distrito de Pedro
do Rio, Petropolis-RJ, e 3 ninhos de Ubatuba-SP. Este trabalho foi realizado
em colaboracdo com o Dr. Eduardo G. P. Fox e o Prof. Dr. Odair C. Bueno

(UNESP, Rio Claro-SP).

4.1.1. Resultados e discussao

As operarias de S. saevissima foram separadas em laboratério dentro de
classes de tamanhos diferentes (intervalo de tamanho, peso médio + SD):
operdrias pequenas (1-2 mm; 0,40 + 0,08 mg), operarias médias (3—4 mm; 0,9
+ 0,18 mg) e operdrias grandes (5-6 mm; 2,0 + 0,52 mg). As rainhas (ndo

acasaladas, 3,1 + 0,2 mg) foram analisadas individualmente (Fox et al., 2012).
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Os sacos de veneno de operdrias e rainhas foram dissecados € o veneno
foi extraido e analisado por CG-EM (Parte Experimental, secdes 8.1, 8.6 e
8.6.1, pags. 119 e 138). Os alcalodides piperidinicos foram identificados pela
comparagdo de seus espectros de massas com dados relatados na literatura
(Brand et al., 1972; Leclercq et al., 1996). Para determinar a configuracdao
relativa (cis e trans) dos alcaldides piperidinicos do veneno de formigas S.
saevissima foram preparados padrOes rac€micos da (%)-cis- e (%)-trans-2-
metil-6-undecilpiperidinas, (+)-cis- € (£)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas e
(£)-cis- e ()-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidinas.

As misturas racémicas foram obtidas a partir da reacdo do carbanion da
2,6-dimetilpiridina (formado “in sifu” pela reacao da lutidina com n-butil-litio)
com o dlcool tosilado (C-10 ou C-12 ou C-14) correspondente levando a
formacdo da 2-metil-6-alquilpiridina (2-metil-6-undecilpiridina, 2-metil-6-
tridecilpiridina e 2-metil-6-pentadecilpiridina), as quais foram submetidas a
hidrogenacdo catalitica fornecendo misturas racémicas das 2-metil-6-alquil-
piperidinas correpondentes (Esquema 3; Parte Experimental, se¢oes 8.1 e
8.6.2, pags. 119 e 142). A rota sintética, como apresentada no Esquema 3, ndo
atentou a qualquer seletividade ou otimizacdao de rendimento, tendo como
objetivo unico a obten¢do dos padrdes racémicos cis € trans das solenopsinas
e 1isosolenopsinas para as andlises cromatograficas, com razoes
diastereoméricas diferentes de 1:1 que permitem o reconhecimento por CG
através de suas abundancias relativas. Os produtos reacionais de todas as
etapas foram identificados por CG-EM, IV, RMN de BC, RMN de 'H, RMN
de °C, DEPT 135° e 90° (Anexos A19-A54, pags. 183-200).
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Esquema 3. Sintese das misturas racémicas dos alcaléides piperidinicos.

Tabela 8. Rendimento e razao diastereomérica dos alcaldides sintetizados

Entrada Composto Rendimento rd*
apos purificacdo  (cis:trans)
(%)
1 2-metil-6-undecilpiridina 19 -
2 2-metil-6-tridecilpiridina 24 -
3 2-metil-6-pentadecilpiridina 15 -
4 (£)-cis e (x)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas 99 81:19
5 (£)-cis e (x)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas 89 97:3
6 (£)-cis e (x)-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidinas 65 93:7

*rd: razdo diastereomérica, obtida por CG-EM com coluna DB-5.

A hidrogenagdo catalitica das 2-metil-6-alquil-piridinas com Pt/C (10%)
em acido acético/ metanol (1:5) foi determinante na sintese dos alcaldides
porque favoreceu a obten¢do majoritaria dos estereoisomeros cis para todas as
dialquilpiperidinas (Tabela 8, entradas 4, 5 e 6). A caracterizacdo das
dialquilpiperidinas foi realizada pelos deslocamentos quimicos nos espectros
de RMN de 'H, sendo observado dois sinais em 2,69 e 2,86 ppm dos H-2 e H-

PPN . 1 . ..
6 dos isdmeros cis e nos espectros de RMN de ">C foi observado os sinais em
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52,9 e 57,3 ppm para os carbonos C-2 e C-6 (Anexos A43-A54, pags. 195-
200). Os isomeros trans foram caracterizados a partir de amostras de veneno
de rainhas e operarias de formigas S. saevissima pelos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios H-2 e H-6 em 3,20 e 3,50 ppm e para os carbonos
C-2 e C-6 em 45,8 ¢ 50,8 ppm (Anexos A55-AS58, pags. 201-203; Parte
Experimental, secoes 8.1 e 8.6.1.1, pags. 119 e 139), estes dados estdo de
acordo com a literatura (Girard et al., 2004, 2005; Jefford e Wang, 1993;
Leclercq et al., 1994; Poerwono et al., 1998). O deslocamentos dos
hidrogénios da metila na posi¢cdo 2 ndo sao visualizados no espectro de RMN
de 'H, pois ressonam na mesma frequéncia que os metilenos. Porém nos
espectros de RMN de C foi possivel distinguir os isdmeros cis que
apresentam o sinal da metila do C-2 na faixa de 18,0 ppm e dos isdmeros trans
que apresentam sinal de metila do C-2 na faixa de 21,0 ppm (Girard et al.,
2004, 2005; Jefford e Wang, 1993; Leclercq et al., 1994; Poerwono et al.,
1998). Assim, foi possivel fazer as andlises por CG-EM, com coluna capilar
MDN-5S ou DB-5, com estes padrdes racémicos de todos os alcaldides e
obteve um comportamento cromatografico onde todos os isdomeros cis eluem
antes dos isdmeros trans. Este fato juntamente com os tempos de retenc¢ao de
cada alcaldide e a fragmentacdo de seus espectros de massas permitiu obter a
configuragdo relativa dos alcaldides do veneno de operdrias e rainhas de

formigas S. saevissima a partir de nanogramas de amostra (Tabela 9).
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Tabela 9. Alcaldides identificados no veneno da formiga Solenopsis saevissima Smith

Compostos Abreviacdes | Tons diagnésticos - m/z (abundancia relativa em %)* te’ IR ()’
cis-MP-C11:1
cis-2-metil-6-undecilpiperidina cis-MP-C11 253 (M*; 2), 252 (3), 238 (4), 98 (100) 15,42 2071
trans-2-metil-6-undecenilpiperidina trans-MP-C11:1 | 251 (M"; 3), 236 (3), 180 (11), 124 (46), 111 (22), 98 (100) 15,53 2087
trans-2-metil-6-undecilpiperidina trans-MP-C11 | 253 (M*; 0,1), 252 (2), 238 (4), 98 (100) 15,75 2119
cis-2-metil-6-tridecenilpiperidina cis-MP-C13:1 279 (M*%; 1), 278 (2), 124 (26), 111 (21), 98 (100) 17,01 2304
cis-2-metil-6-tridecilpiperidina cis-MP-C13 280 (M*-1; 1), 266 (1), 98 (100) 17,24 2338
trans-2-metil-6-tridecenilpiperidina trans-MP-C13:1 | 279 (M*; 4), 264 (4), 180 (7), 124 (45), 111 (39) , 98 (100) 17,33 2351
trans-2-metil-6-tridecilpiperidina trans-MP-C13 | 280 (M*-1; 1), 266 (1), 98 (100) 17,57 2387
cis-2-metil-6-pentadecilpiperidina cis-MP-C15 308 (M*-1; 0,1), 294 (0,1), 280 (0,1), 98 (100) 18,92 2602
trans-2-metil-6-pentadecilpiperidina trans-MP-C15 | 308 (M*-1; 2), 294 (3), 280 (1), 98 (100) 19,25 2656

S = tempos de retencdo, em minutos (min); /R (calc.) = indices de retencao calculados (Van den Dool e Kratz, 1963).
*QOs compostos foram identificados por dados de CG-EM reportados por Brand et al., 1972; Leclercq et al., 1994; MacConnell et al., 1971; e Glorius
et al., 2004.

Tabela 10. Composicao dos alcaldides piperidinicos (abundancia relativa em %) de cinco ninhos da formiga Solenopsis
saevissima Smith de Pedro do Rio-RJ

Compostos® Ninho 1 Ninho 2 \ Ninho 3 Ninho 4 Ninho 5

OM* OG* R* OP* OM#* OG* R*  OP* OM* OG* R* OM* OG* R* OP* OM* OG* R*
cis-MP-C11:1 - - - - - - - <1,0 - - - <1,0 - - - <1,0 - - - <1,0
cis-MP-C11 - - - 33,2 1,3 1,7 5.2 81,1 6,4 10,0 13,7 579 | 400 7,00 11,0 55,0 4.9 11,4 18,9 53,2
trans-MP-C11:1 - - - <1,0

trans-MP-C11 - - - 352 | 98,7 983 948 100 | 936 90,0 8,3 40,1 | 960 93,0 89,0 41,8 | 951 88,6 81,1 433
cis-MP-C13:1 - 358 49,7 17,7 - - - - - - - - - - - -

1,4 1,6 2,1 1,9
cis-MP-C13 - - - 4,0 - - - - - - - <L,0 - - - <1,0 - - - <1,0
trans-MP-C13:1 100,0 642 503 7.8 - - - - - - - <1,0 - - - <1,0 - - - <1,0
trans-MP-C13 - - - 2,1 - - - - - - - - - - - - - - - _
Nio identificados - - - - - - - 72 - - - - - - - - - - - -

*QOP = operdrias pequenas; OM = operérias médias; OG = operdarias grandes; R = rainhas nfo acasaladas; (-) = ndo encontrados.
3 Abreviacdes dos nomes dos compostos de acordo com a Tabela 9.
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Tabela 11. Composicao dos alcaldides piperidinicos (abundancia relativa em %) de trés
ninhos da formiga Solenopsis saevissima Smith de Ubatuba-SP

Compostos’ ~ Ninho6 | Ninho7  Ninho8
OP* R* | OP* R* OP* *
cis-MP-C11:1 <1,0 - - - <1,0 -
cis-MP-C11 17,8 85,5 1,3 80,5 18,8 67,1
trans-MP-C11:1 1,9 - <1,0 - <1,0 -
trans-MP-C11 53,6 14,5 3,6 19,5 20,6 32,9
cis-MP-C13:1 2,3 - 2,1 - 21,9 -
cis-MP-C13 <1,0 - <1,0 - 5,7 -
trans-MP-C13:1 11,1 - 51,5 - 18,4 -
trans-MP-C13 4,5 - 10,2 - 52 -
cis-MP-C15 3,5 - 21,8 - 1,5 -
trans-MP-C15 1,5 - 6,2 - <1,0 -
Nio identificados 6,8 - 2,9 - 3,1 -

*QOP = operdrias pequenas; R = rainhas nfo acasaladas; (-) = ndo encontrados.
3 Abreviagdes dos nomes dos alcaléides de acordo com a Tabela 9.

As andlises do veneno de operarias de S. saevissima do ninho 1 de
Pedro do Rio-RJ (Tabelas 9 e 10) revelou que € constituido de cis- e trans-2-
metil-6-tridecenilpiperidinas, enquanto o veneno de rainhas consiste de uma
mistura de cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas (compostos majoritarios),
cis- e trans-2-metil-6-tridecenilpiperidinas e cis- e trans-2-metil-6-
tridecilpiperidinas (Tabelas 9 e 10).

O veneno de operarias de S. saevissima dos ninhos 2 a 5 de Pedro do
Rio-RJ consiste da cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas, enquanto o
veneno de rainhas ¢ constituido de uma mistura da cis-2-metil-6-
undecenilpiperidina, cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas (compostos
majoritarios), cis- e trans-2-metil-6-tridecenilpiperidinas e cis-2-metil-6-
tridecilpiperidina (Tabelas 9 e 10).

O veneno de operarias pequenas de S. saevissima dos ninhos 6 a 8 de
Ubatuba-SP (Tabelas 9 e 11) consiste de uma mistura da cis- e trans-2-metil-
6-undecenilpiperidinas, cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas, cis- e trans-
2-metil-6-tridecenilpiperidinas, cis- e trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas e cis-
e trans-2-metil-6-pentadecilpiperidinas, enquanto o veneno de rainhas ¢é

100



Capitulo 2 — Formigas Lava-pés

constituido somente da cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas (Tabelas 9 e
11).

As andlises do veneno de operarias de S. saevissima dos ninhos do
Pedro do Rio-RJ (Tabela 10) revelaram que existe uma variacdo na
composicdo quimica de acordo com o tamanho da operéria, pois conforme
aumenta o tamanho da operdria ocorre um aumento na razdo isomérica
cis/trans dos alcaldides. As rainhas possuem uma razdo isomérica cis/trans
maior do que 1, ou seja presenca majoritaria dos isomeros cis dos alcaldides
piperidinicos. A diferenciagdo na composi¢do € na estereoquimica dos
alcaloides entre as castas de individuos de um mesmo ninho nunca foi relatada
para Solenopsis saevissima, porém alcaldides casta-especificos ja foram
observados em S. maboya e S. torresi (Torres et al., 2001). O interessante foi
verificar que a composicdo quimica das operdrias e rainhas do ninho 1 é
diferente dos ninhos 2 a 5 do Rio de Janeiro (Tabela 10), o que demonstra uma
variacdo dentro da mesma espécie em uma mesma regido do Brasil.

O veneno de operarias pequenas dos trés ninhos de Ubatuba-SP (Tabela
11) € diferente da composi¢ao quimica do veneno de rainhas, sendo o veneno
de operdrias composto de uma mistura mais complexa de alcaléides com
predominancia dos isOmeros frans e, consequentemente, com uma razao
isomérica cis/trans menor do que 1. O veneno de rainhas possui uma
composi¢do quimica bem mais simples com a presenga unica da cis- e trans-2-
metil-6-undecilpiperidinas, com predominancia do isomero cis (Tabela 11).

A comparagdo entre a composicao quimica dos venenos de operdrias e
rainhas de S. saevissima de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro revelou uma
variacdo dentro da mesma espécie em regides diferentes do Brasil (Tabelas 10
e 11), pois as operdrias pequenas de Sdo Paulo possuiam uma composi¢ao

mais complexa de alcaldides ao contrdrio das operdrias pequenas do Rio de
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Janeiro, o fato inverso foi observado entre as rainhas (Tabelas 10 e 11). Por
causa da falta de operdrias grandes e médias nos ninhos de Ubatuba-SP ndo
foi possivel realizar uma comparacgado entre estas operarias dos ninhos das duas
regides analisadas.

A importancia da variacdo da composicdao quimica do veneno entre as
operdrias e rainhas intra e interninhos precisa ainda ser biologicamente
avaliada. A tnica coisa que se sabe € que as operdrias utilizam o veneno em
suas atividades de defesa, enquanto a rainha raramente realiza este tipo de

atividade (Vargo, 1997).

4.2. Variacdo de estereoisomeros das solenopsinas e
isosolenopsinas do veneno de formigas “lava-pés” Solenopsis

saevissima Smith

Diante da diversidade dos alcaldides piperidinicos no veneno de
operdrias e rainhas de S. saevissima do RJ e SP (Tabelas 10 e 11) levantou-se
a possibilidade de uma configuracao absoluta diferente para os alcaldides cis e
trans em cada casta. De acordo com a literatura, os trabalhos tomam por base
o estudo de configuracdo absoluta realizado por Leclercq e colaboradores
(1994, 1996) com venenos de formigas S. invicta e S. geminata, onde
verificaram que a configuracdo absoluta dos alcaldides frans era sempre
(2R,6R) e para os alcaldides cis era (2R,6S), determinada pela derivatizagao do
grupo amino dos alcaléides em amidas diastereoisoméricas com o cloreto do
acido (R)-a-metéxi-a-trifluorometil-fenil acético (MTPA-CI), o denominado

método de Mosher, por RMN de '"He CLAE.
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Nao existe trabalho algum sobre o mapeamento rapido da configuracao
absoluta destes alcaldides, portanto nds propusemos realizar uma avaliacdao
dos alcaloides piperidinicos de S. saevissima através do desenvolvimento de
um método alternativo ao método de Leclercq e colaboradores (1994) através
do desenvolvimento de uma metodologia mais rdpida e barata por

cromatografia gasosa com coluna capilar quiral (CG-EM e CG-DIC).

4.2.1. Resultados e discussao

O acesso rapido das configuragcdes absolutas dos alcaléides do veneno
de S. saevissima foi realizado primeiramente pela selecio de uma coluna
cromatografica com uma fase estaciondria quiral apropriada para as andlises
de CG-EM e CG-DIC empregando os padrOes rac€micos sintéticos dos
alcaldides piperidinicos [(£)-cis- € (&)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas, da
(£)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas e da (%)-cis- e ()-trans-2-
metil-6-pentadecilpiperidinas]. A selecdo de uma das fases estacionarias
quirais entre as colunas cromatograficas capilares Chrompack CP-chirasil-Dex
CB, Lipodex E octaquis-(3-O-butiril-2,6-di-O-pentil)-j)~ciclodextrina e
Heptakis-(2,6-di-O-metil-3-O-pentil)- f-ciclodextrina  (Parte Experimental,
secdo 8.1, pag. 119) resultou em nenhuma discriminacdo enantiomérica
satisfatoria com os alcaldides sintéticos. Por causa disto, os alcaldides foram
derivatizados com cloreto de acetila e anidrido trifluoroacético (Parte
Experimental — secoes 8.6.2.4 e 8.6.2.5, pags. 151-152) fornecendo derivados
acetamidas e trifluoroacetamidas (Esquema 4; Bamane et al., 2011; Kusch et

al., 2006; Li et al., 2006), respectivamente, e foram submetidos as andlises por
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CG-EM e CG-DIC utilizando as trés colunas capilares quirais descritas (Parte

Experimental, secdo 8.1, pag. 119; Anexos A63-A68, pags. 207-208).

anidrido trifluoroacético
acido trifluoroacético
piridina . AR (S) ClR®
> . ., .

N R W i R \"i R

H

F3C (0] F3C O
+

cloreto de acetila B
K2CO3 2M () (R) D |(s) (9]
N R

/& N~ 'R
/(\/L F,.C" "0 F3C/&O
N~ R

o
(A-D)

(A-D)

Esquema 4. Derivatizacio dos alcaldides piperidinicos das misturas racémicas sintéticas.

A discriminacdo diastereomérica e enantiomérica foi bem sucedida com
as trifluoroacetamidas da (%)-cis- e (£)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas e da
(£)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas utilizando a coluna quiral
Chrompack CP-chirasil-Dex CB, discriminando os dois pares de enantiomeros
dos alcaloides cis e trans derivatizados (Tabela 12, entradas 1-2; Figuras 32A
e 32B). A razdo diastereomérica foi determinada pela comparacdo das
abundancias relativas dos isomeros cis:trans das trifluoroacetamidas da (*)-
cis- e (+)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas (A-D) nas anélises por CG-EM e
CG-DIC quiral, com base nas caracterizagcdes anteriores de CG-EM e RMN de
BC das (¥)-cis- e (+)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas (A-D) néo
derivatizadas (Esquema 4; Tabela 12, entrada 1; Figura 32A). O mesmo
raciocinio combinando CG quiral e RMN de "°C das ()-cis- e (&)-trans-2-
metil-6-tridecilpiperidinas foi aplicado para seus derivados
trifluoroacetamidas, que também foram discriminados por coluna capilar de

ciclodextrina Chrompack (Tabela 12, entrada 2; Figura 32B). Entretanto, os
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derivados trifluoroacetamidas da  (*)-cis- e  (*)-trans-2-metil-6-
pentadecilpiperidinas ndo foram resolvidos utilizando esta metodologia
(Tabela 12, entrada 3; Figura 32C). As resolugdes dos estereoisOmeros da (+)-
cis- € ()-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidinas foram conseguidas com a
mesma metodologia e coluna capilar quiral, mas usando derivados acetamidas
(Esquema 4; Tabela 12, entrada 6; Figura 32F). Os derivados acetamidas da
(£)-cis- e (x)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas e da ()-cis- e ()-trans-2-
metil-6-tridecilpiperidinas também obtiveram uma boa resolu¢do por esta
metodologia (Esquema 4; Tabela 12, entradas 4 e 5; Figuras 32D e 32E).
Provavelmente, por causa da diminui¢do de basicidade, de amina secundéria
para amida, os derivados obtiveram esta melhora na resolu¢do cromatografica.

E interessante observar que os isdmeros trans das dialquilpiperidinas

trifluoroacetiladas e acetiladas eluem antes dos isOmeros cis, um

comportamento inverso ao observado nos alcaldides ndo derivatizados (ver

pag. 98).

Tabela 12. Razdo diastereomérica e tempos de retencdo das trifluoracetamidas e
acetamidas das misturas racémicas dos alcaldides piperidinicos por CG quiral

Entrada Composto rd tr (min) - tgr (min) -
(cis:trans)'s trans’® cis®

1 trifluoroacetamidas da (£)-cis- e (£)-trans-2- 77:23 49,78; 50,21 51,16; 51,51
metil-6-undecilpiperidinas

2 trifluoroacetamidas da (£)-cis- e (£)-trans-2- 95:5 67,96; 68,29 69,45; 69,73
metil-6-tridecilpiperidinas

3 trifluoroacetamidas da (%)-cis- e (£)-trans-2- 97:3 89,04 91,84
metil-6-pentadecilpiperidinas”

4 acetamidas da (£)-cis- e (x)-trans-2-metil-6- 95:5 24,52; 24,85 25,47;25,79
undecilpiperidinas*

5 acetamidas da (£)-cis- e (x)-trans-2-metil-6- 93:8 47,00; 48,00 48,52; 49,18
tridecilpiperidinas

6 acetamidas da (£)-cis- e (x)-trans-2-metil-6- 94:6 94,76; 96,55 98,22; 99,53

pentadecilpiperidinas

“Trifluoroacetamidas da (&)-cis- € (&)-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidinas ndo separaram em

enhuma coluna capilar quiral avaliada.

rd = razio diastereomérica; tg = tempo de retencdo utilizando a coluna capilar quiral Chrompack CP-

chirasil-Dex CB no CG-DIC.

*Acetamidas obtidas da ()-cis- e (¥)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas de uma segunda reagao.
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Figura 32. Separagdes quirais por CG-DIC (coluna quiral Chrompack CP-chirasil-Dex CB;
25 m x 0,25mm x 0,25 um) das (A) trifluoroacetamidas da (£)-cis- e (*)-trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas (A-D); (B) trifluoroacetamidas da (£)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-
tridecilpiperidinas (A-D); (C) trifluoroacetamidas da (%)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-
pentadecilpiperidinas (A-D); (D) acetamidas da (%)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas  (A-D); (E) acetamidas da (£)-cis- e (&)-trans-2-metil-6-
tridecilpiperidinas (A-D); e (F) acetamidas da (%)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-
pentadecilpiperidinas (A-D). Obs.: Os isOmeros cis sdo 0s picos maiores em todos os
cromatogramas que eluem depois dos isOmeros trans.
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O tempo de retencdo e a configuragdo absoluta de cada estereoisomero
dos derivados trifluoracetamida da (*)-cis- e (*)-trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas foram determinados utilizando as amostras de veneno de
rainhas dos ninhos 3 e 4 com altas razOes enantioméricas de cada isdOmero cis
e trans (Tabela 13, entradas 3-4 - R). Os diastereoisdmeros da cis- e trans-2-
metil-6-undecilpiperidinas do veneno das rainhas foram purificados em coluna
cromatografica de silica gel fornecendo duas fracdes com alta razdo
diastereomérica dos alcaldides cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas e, em
sequéncia, foi obtido o hidrocloreto destes alcaldides (Parte Experimental,
secoes 8.1 e 8.6.1.2, pags. 119 e 140). A rotacdo Optica especifica dos
hidrocloretos da cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas {trans-2-metil-6-
undecilpiperidina. HCl:  [0]*p —4° (¢ = 0,67, CHCL); cis-2-metil-6-
undecilpiperidina. HCl: [a]*’s +7° (¢ = 0,6, CHCl3)} em comparagio com 0s
dados relatados na literatura {(2R,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina.HCl
(isdmero trans): lit. [a]*’p ~7,7° (¢ = 0,51, CHCl3) (Jefford e Wang, 1993);
(2R,65)-2-metil-6-undecilpiperidina. HCI (isdmero cis): lit. [a]*'p +10,0° (c=
1,1, CHCl;3) (Poerwono et al., 1998)} forneceu a configuragdo absoluta de
cada isdmero natural (Anexos A59-A62, pags. 204-206). Na sequéncia, os
estereoisomeros (2R,65)-2-metil-6-undecilpiperidina e (2R,6R)-2-metil-6-
undecilpiperidina isolados foram derivatizados com anidrido trifluoroacético,
analisados por CG-DIC com a coluna quiral Chrompack CP-chirasil-Dex CB e
co-injetados com os derivados trifluoracetilados da mistura racémica sintética
(Figuras 33A-E). Consequentemente, a co-eluicio do derivado
trifluoracetamida da (2R,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina com um dos picos
cromatograficos da mistura racémica sintética forneceu o tempo de retengdo
dos dois isOmeros trans (tempos de reteng¢do: (2R,6R)-2-metil-6-
undecilpiperidina = 49,24 min, (25,65)-2-metil-6-undecilpiperidina = 49,67
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min, Figuras 33B e 33C). Procedimento analogo foi aplicado com o derivado
trifluoracetamida dos isémeros cis (tempos de retencdo: (2R,65)-2-metil-6-
undecilpiperidina = 50,63 min, (25,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina = 50,96
min, Figuras 33D e 33E). Portanto, os tempos de retencdo de todos os quatro
estereoisOmeros dos derivados trifluoracetamida da cis- e trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas foram caracterizados por CG-EM e CG-DIC quiral

utilizando a coluna capilar quiral Chrompack.
- cis
A)

N~ (CH,),,CH;

B) (2R,6R)

trans

VC)

G D) (2R,65)

cis

Figura 33. Cromatogramas de CG quiral (coluna quiral Chrompack CP-chirasil-Dex CB)
para discriminacao dos picos dos dois pares de enantidmeros das trifluoroacetamidas da cis-
e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas: (A) mistura racémica sintética; (B) padrao (2R,6R)-2-
metil-6-undecilpiperidina isolado; (C) co-injecio da mistura racémica com o padrao
(2R,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina; (D) padrao (2R,6S5)-2-metil-6-undecilpiperidina
isolado; e (E) co-injecdo da mistura racémica com o padrao (2R,6S5)-2-metil-6-
undecilpiperidina.
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Finalmente, esta metodologia foi aplicada para monitorar as
configuragdes relativas e absolutas das cis- e trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas de operdrias (com tamanhos diferentes) e rainhas de S.

saevissima, como apresentado na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Monitoramento das razdes diastereoméricas e enantioméricas dos derivados
trifluoroacetamidas da cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas do veneno das operérias e
rainhas de Solenopsis saevissima Smith

Entrada“ r rd (cis:trans)’ re re
2R,65:25,6R (cis)’ 2R,6R:2S,6S (trans)‘
1 O - - -
R 39:61 90:10 7:93
2 OP 1:99 100:0 100:0
oM 2:98 100:0 100:0
oG 5:95 100:0 100:0
R 87:13 100:0 100:0
3 OP 6:94 100:0 100:0
OM 9:91 100:0 100:0
oG 16:84 100:0 100:0
R 55:45 100:0 100:0
4 OP 9:91 100:0 100:0
oM 7:93 100:0 100:0
oG 11:89 100:0 100:0
R 66:34 100:0 100:0
5 OP 5:95 100:0 100:0
OM 9:91 100:0 100:0
oG 17:83 100:0 100:0
R 53:47 100:0 100:0
6 OP 37:63 59:41 43:57
R 20:80 99:1 15:85
7 OP 0:100 - 100:0
R 68:32 100:0 100:0
8 (03 17:83 100:0 100:0
R 62:37 100:0 100:0

“Entradas 1-5 sdo ninhos coletados em Pedro do Rio-RJ e entradas 6-8 sio ninhos de Ubatuba-SP. “I=
individuos analisados. As operdrias foram segaradas em classes por tamanhos diferentes: OP - operdrias
pequenas (1-2 mm), OM — operarias médias (3-4 mm) e OG — operdrias grandes (5-6 mm). O = todas as
operdrias, sem distinguir tamanho, e R = rainhas aladas (ndo acasaladas). “Andlises por CG com coluna
capilar quiral Chrompack CP-chirasil-Dex (Parte Experimental), rd = razdo diastereomérica e re = razio
enantiomérica. (-): Estes estereoisdmeros ndo foram encontrados nesta amostra.
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Figura 34. Cromatogramas de fons das trifluoroacetamidas da cis- e trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas (coluna quiral Chrompack CP-chirasil-Dex CB, no modo de extracdo de
ions: m/z 194): (A) mistura racémica; (B) alcaléides do veneno das rainhas de S. saevissima
Smith de Pedro do Rio-RJ; e (C) alcaldides do veneno das operdrias pequenas de S.
saevissima Smith de Ubatuba-SP.

O monitoramento dos quatro estereoisOmeros das trifluoroacetamidas
das cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas de 24 amostras de veneno S.
saevissima mostraram que as rainhas de S. saevissima possuem uma razao
cis:trans com predominancia do isomero cis (Tabela 13, entradas 2-5 e 7-8 -
R), exceto para duas amostras de rainhas que exibiram predominancia do
isomero trans (Tabela 13, entradas 1 e 6 - R). Estas andlises também
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revelaram que a configuracao absoluta do isomero frans nao é sempre (2R,6R)
e do isomero cis ndo é sempre (2R,65) (Tabela 13 — entradas 1 e 6), como
previamente reportado para os alcaldides piperidinicos de S. invicta e S.
geminata (Leclercq et al., 1994, 1996), pois a configuracdo absoluta dos
isomeros trans de duas amostras de rainhas foram predominantemente (25,65)
(Tabela 13, entradas 1 e 6 — R; Figura 34B). Além disso, amostras de
operdrias pequenas e rainhas revelaram a presenca dos quatro estereoisomeros

da 2-metil-6-undecilpiperidina (Tabela 13, entrada 6 — OP e R; Figure 34C).

4.2. Conclusoes parciais

O veneno de operdrias e rainhas de S. saevissima de Pedro do Rio-RJ e
Ubatuba-SP apresentaram diferencas na composicdo dos alcaldides
piperidinicos entre as castas e os ninhos coletados, com destaque para o
aumento na razdo isomérica cis:trans dos alcal6ides das operdrias para as
rainhas.

A metodologia de determinacao da configuragdo relativa e absoluta por
CG quiral utilizando derivados trifluoracetamida e acetamida dos alcaldides
piperidinicos ((£)-cis- e (£)-trans-2-metil-6-undecilpiperidinas, (£)-cis- e (£)-
trans-2-metil-6-tridecilpiperidinas e  (¥)-cis- e  (&)-trans-2-metil-6-
pentadecilpiperidinas) foi muito util e eficiente para verificar a razio
diastereomérica e enantiomérica em amostras de veneno das formigas lava-
pés, permitindo a resolucdo quiral empregando uma pequena quantidade de
amostra (0,5 ug/ul). Isto foi conseguido gracgas a derivatizac@o dos alcaldides,
pois a acetilagdo e a trifluoracetilagdo originou mudangas nas interacdes dos
dois pares de enantidmeros dos alcaldides piperidinicos com a coluna quiral
resultando na discriminacdo desejada.
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Além disso, a varredura de amostras dos venenos de operdarias e rainhas
de S. saevissima empregando CG quiral revelou que esta espécie de formiga
lava-pé pode produzir todos os estereoisOmeros da  2-metil-6-
undecilpiperidina, pois os dois pares de enantidbmeros foi verificado em
amostras de venenos de operdrias e rainhas, comprovando que a configuracdao
absoluta do isdmero trans nao é sempre (2R,6R) e do isOmero cis nao €
sempre (2R,6S). Estes trabalhos com formigas lava-pés resultaram na

publicacdo de dois artigos (Fox et al., 2012 e Pianaro et al., 2012).
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5. Conclusoes finais e perspectivas futuras

O presente trabalho revelou que as rainhas virgens de M. quadrifasciata
com abdomes inflados exalam uma mistura de nerol/geraniol na razao 1:2,
respectivamente, os quais foram localizados nos extratos das glandulas tergais
localizadas no abdome. Possivelmente a fungdo principal desta mistura de
monoterpenos estd relacionada com a disputa de territorio pelas rainhas
virgens, o que perturba as operarias de M. quadrifasciata devido a liberacdo
destes compostos por varias rainhas, ocasionando a persegui¢do e morte das
rainhas virgens pelas operarias. Testes de campo e bioensaios serdo realizados
com estes monoterpenos para avaliar a influéncia na selecdo das rainhas
virgens.

Os testes em laboratdrio utilizando machos, rainhas virgens in vitro e
rainhas fisogdstricas de S. aff. depilis foi determinante para verificar que as
rainhas fisogéstricas atraiam os machos e através das andlises dos extratos
epicuticulares foi possivel observar que os feromdnios sexuais estavam na
cuticula das rainhas fisogéstricas. Além disso, os extratos cefalicos dos
machos e rainhas (virgens e fisogéstricas) de S. aff. depilis apresentaram
composigdes quimicas distintas que auxiliam na sinaliza¢do da maturidade das
rainhas e discriminagdo das castas e sexos. Esta metodologia de trabalho pode
ser aplicada e melhorada para outras espécies de meliponineos, auxiliando na
identificacdo dos feromoOnios sexuais.

Os extratos cefélicos de machos e rainhas virgens de M. quadrifasciata
e de rainhas virgens de S. aff. depilis possuiam 2-alcandis e a configuragao
absoluta do 2-heptanol e do 2-nonanol foi verificada ser (S) por CG-DIC. Em
teste de campo, o (S)-(+)-2-heptanol e a mistura (S)-(+)-2-heptanol/(S)-(+)-2-
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nonanol (1:1) comerciais atrairam operarias de P. droryana, N. testaceicornis
e F. silvestrii, sugerindo ser um feromoOnio de recrutamento de operarias.

Os testes de campo com os extratos das rainhas de S. aff. depilis, os
padroes e as fracdes revelaram que o extrato epicuticular das rainhas
fisogastricas € atrativo e estimula a cpula dos machos quando testado a curta
distancia com feltro preto. Além disso, verificou que os machos necessitam de
um estimulo visual para realizar a cépula.

O veneno de operdrias e rainhas de S. saevissima de duas regidoes do
Brasil (Pedro do Rio-RJ e Ubatuba-SP) apresentaram diferencas na
composi¢do dos alcaldides piperidinicos inter e intra-nidal, com destaque para
0 aumento na razao isomérica cis:trans dos alcaldides nas rainhas.

Uma metodologia de rdpido acesso a configuracdo absoluta dos
alcaldides piperidinicos de formigas Solenopsis foi desenvolvida empregando
CG-DIC e CG-EM com coluna capilar quiral e alcaléides trifluoracetilados e
acetilados. A monitoria € a varredura de varias amostras de veneno de
operarias e rainhas de S. saevissima com esta metodologia possibilitou a
identificacdo de amostras com os quatro estereoisomeros da cis- e trans-2-
metil-6-undecilpiperidina. Portanto, este método por CG quiral pode ser
aplicado futuramente como uma ferramenta de andlise para a determinacdo da
configuracdo absoluta das 2-metil-6-alquilpiperidinas de diferentes espécies

do género Solenopsis de varias regides do mundo.

116



PARTE EXPERIMENTAL

117



118



Parte Experimental

8. Parte experimental

8.1. Equipamentos e métodos

< Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM): As anélises de CG-EM foram realizadas no cromatégrafo a gas Agilent/
HP 6890 acoplado a um detector seletivo de massas Hewlett Packard 5973 e
com um amostrador liquido automatico Agilent 7683B Series para 8 frascos.
O CG-EM operava com uma coluna capilar MDN-5S (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) marca Supelco ou uma coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 gm)
marca J&W. Os espectros de massas foram obtidos em 70 eV com velocidade
2,89 varreduras/s no intervalo de m/z 40 a 550. As anadlises foram realizadas
com injetor operando a 250°C e interface a 280°C. Hélio de alta pureza foi
utilizado como gés de arraste, com fluxo de 1 mL/min, e com modo de injecao
splitless (sem divisdo de fluxo) para todas as amostras das abelhas sem ferrdao
(M. quadrifasciata e S. aff. depilis) e os alcenos derivatizados com dissulfeto
de dimetila (DMDS); e com modo de injecao split (com divisdao de fluxo) de
razao 10:1 para os alcaldides piperidinicos do veneno de S. saevissima e razao
30:1 para os alcaldides sintetizados, sendo analisadas 1 4L de cada amostra.
Os seguintes programas de temperatura do forno foram utilizados:

a) Extratos das abelhas sem ferrdo M. quadrifasciata e S. aff. depilis: Forno

com temperatura inicial de 50°C com incremento de temperatura de 12°C/min
até 290°C e 20 minutos isotermicamente a 290°C.

b) Amostras de headspace dinamico das rainhas virgens de M. quadrifaciata:

Forno com temperatura inicial de 50°C com incremento de temperatura de

3°C/min até 290°C e 5 minutos isotermicamente a 290°C.
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c¢) Extratos cefédlicos das abelhas sem ferrdo S. aff. depilis e M.

quadrifasciata: Forno com temperatura inicial de 40°C com incremento de

temperatura de 12°C/min até 290°C e 20 minutos isotermicamente a 290°C.

d) Alcenos das abelhas sem ferrdo derivatizados com dissulfeto de dimetila

(DMDS): Forno com temperatura inicial de 50°C com incremento de
temperatura de 12°C/min até 290°C e 50 minutos isotermicamente a 290°C.

e) Fracdes do extrato epicuticular de rainhas fisogdstricas de S. aff. depilis:

Forno com temperatura inicial de 50°C com incremento de temperatura de
25°C/min até 290°C e 10 minutos isotermicamente a 290°C.

f) Alcaldides piperidinicos do veneno de S. saevissima e alcaldides

sintetizados e derivatizados: Forno com temperatura inicial de 50°C com

incremento de temperatura de 25°C/min até 290°C e 10 minutos

1sotermicamente a 290°C.

% Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizacdo em Chama (CG-
DIC): As andlises por CG-DIC foram realizadas no cromatdgrafo a gés
Agilent Technologies 6850, com um amostrador liquido automatico Agilent
6850 Series para 27 frascos e equipado com uma das colunas capilares quirais:
Chrompack CP-Chirasil-Dex CB (25 m x 0,25mm x 0,25 um), Lipodex-E
octaquis {3-O-butiril-2,6-di-O-pentil }-~ciclodextrina [(28 m x 0,25mm x 0,25
um), preparada pelo Prof. Dr. Ademir F. Morel — UFSM — Santa Maria-RS],
ou heptakis-(2,6-di-O-metil-3-O-pentil)- f-ciclodextrina (25 mx0.25 mmx0.25
um). Hidrogénio altamente puro foi empregado como géas de arraste. As
andlises foram realizadas com o injetor e o detector operando a 180°C e a
250°C, respectivamente. Os seguintes programas de temperatura do forno e

preparagdo de amostras foram empregados:
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a) Coluna capilar quiral Chrompack (2-alcandis): O (S)-(+)-2-nonanol (100
ug/mL), o (£)-2-nonanol (100 wg/mL), o (£)-2-undecanol (100 pg/mL) e a
mistura (2:1) do (£)-2-nonanol (100 wg/mL)/ (S)-2-nonanol (50 pg/mL)

comerciais foram dissolvidos em acetato de etila bidestilado e o volume de 1
L foi injetado no CG-DIC, no modo de injecao split de razao 50:1. O fluxo
do gés foi mantido constante em 0,8 mL/min e a temperatura do forno foi
programada de 50°C com incremento de temperatura de 0,4°C/min até 135°C.

Os extratos cefalicos e abdominais dos machos de P. droryana e os
extratos cefdlicos de rainhas virgens de S. aff. depilis foram dissolvidos em 20
L de acetato de etila bidestilado. A mistura dos extratos com o (+)-2-alcanol
comercial (solu¢des em acetato de etila de (+)-2-nonanol e (+)-2-undecanol de
25 wpg/mL), na razdo 4:1, respectivamente. Os extratos e as misturas foram
injetados no CG-DIC (volume de 1 x1.), no modo de injecao splitless. O fluxo
do gés foi mantido constante em 0,8 mL/min e a temperatura do forno foi
programada de 50°C com incremento de 0,4°C/min até 100°C e de 100°C a
180°C com incremento de 30°C/min, com um aquecimento final de 20 min a

180°C.

b) Coluna capilar quiral Chrompack (alcaldides derivatizados): Os

alcaldides trifluoroacetilados e acetilados foram dissolvidos em acetato de
etila bidestilado (0,5 pg/ul) e um volume de 1 gL de cada amostra foi
injetado no modo de injecao splitless no CG-DIC com a coluna capilar quiral
Chrompack. O fluxo do géds de arraste foi mantido constante em 2,0 mL/min e
o programa da temperatura do forno usado para as trifluoroacetamidas foi de
120°C com incremento de temperatura de 0,8°C/min até 180°C e 100 min

isotermicamente a 180°C (sem este tempo de aquecimento final para as

121



Parte Experimental

trifluoroacetamidas da 2-metil-6-undecilpiperidina) e para as acetamidas foi
de 10 min isotermicamente a 170°C e de 170-180°C a 1,0°C/min com 100 min
isotermicamente a 180°C (sem este tempo de aquecimento final para as
acetamidas da 2-metil-6-undecilpiperidina e 2-metil-6-tridecilpiperidina).
*Esta mesma metodologia foi utilizada em andlises dos alcaldides
trifluoroacetilados e acetilados por CG-EM utilizando a coluna quiral
Chrompack. Varios métodos foram testados por CG com as colunas Lipodex-
E e heptakis ciclodextrina, mas nenhum resultado satisfatorio foi obtido com
estas colunas capilares quirais para a discriminagdo das trifluoroacetamidas e

acetamidas dos alcaldides piperidinicos.

¢) Coluna capilar quiral Lipodex-E (2-alcandis): O (S)-(+)-2-heptanol (50
ug/mL), o (+)-2-heptanol (50 pg/mL) e a mistura (2:1) do (+)-2-heptanol (50

pg/mL)/ (S)-2-heptanol (25 ug/mL) comerciais foram dissolvidos em acetato
de etila bidestilado e o volume de 1 L foi injetado no modo de injecdo split
na razdo 10:1. O fluxo do géds foi mantido constante em 3,5 mL/min e a
temperatura do forno permaneceu isotermicamente por 30 min a 40°C.

Os extratos cefdlicos de operdrias, machos e rainhas virgens (com 1 dia
apOs emergéncia e com 2-3 dias ap0s emergéncia) de M. quadrifasciata e os
extratos cefédlicos de rainhas virgens de S. aff. depilis foram dissolvidos em 20
ul. de acetato de etila bidestilado e a mistura dos extratos com o (%)-2-
heptanol (25 pg/mL), na razdo de 4:1, respectivamente, foram injetados no
CG-DIC (volume de 1 L), ambos no modo de injecdo splitless. O fluxo do
gds foi mantido constante em 3,5 mL/min e a temperatura do forno

permaneceu isotermicamente 30 min a 40°C e, na sequéncia, com incremento
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de temperatura de 30°C/min até 180°C, com um aquecimento final de 30 min

a 180°C.

< Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H): Os
espectros de RMN de 'H foram obtidos em equipamento Varian Inova 500
(499,88 MHz), Bruker Avance 500 (499,87 MHz), Bruker Avancelll Oxford
400 (400,13 MHz) e Bruker Avance DPX 250 (250,13 MHz), equipados com
sondas de 5 mm. Os valores de deslocamentos quimicos foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz). O
cloroférmio deuterado (CDCls, 7,23 ppm) e o tetrametilsilano (TMS, 0,0 ppm)
foram utilizados como solventes e referéncias internas. As andlises foram
realizadas em temperatura ambiente. A multiplicidade foi indicada conforme a
convencgao: s, singleto; d, dubleto; t, tripleto; quin, quinteto; m, multipleto; dd,

duplo dubleto.

+ Ressonidncia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de By Os
espectros de RMN de "°C foram obtidos em equipamento Varian Inova 500
(125,71 MHz), Bruker Avance 500 (125,69 MHz), Bruker Avancelll Oxford
400 (100,61 MHz) e Bruker Avance DPX 250 (62,89 MHz), equipados com
sondas de 5 mm ou nanosondas de 50 L. O cloroférmio deuterado (CDCls,
77,0 ppm) e o tetrametilsilano (TMS, 0,0 ppm) foram utilizados como
solventes e referéncias internas. Os valores de deslocamentos quimicos foram
expressos em ppm. Como dados auxiliares foram obtidos espectros de RMN
de °C de DEPT-135 e DEPT-90 (“Distortionless Enhanced by Polarization
Transfer”). Os espectros de DEPT-135 apresentam carbonos de metila (CH;) e
de metino (CH) como sinais positivos, enquanto os carbonos metilenos (CH,)

aparecem como sinais negativos. Os carbonos quaterndrios ndo aparecem
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neste espectro (intensidade zero). Os espectros de DEPT-90 apresentam

apenas sinais positivos dos carbonos CH.

¢ Espectros no Infravermelho (IV): Os espectros de absor¢ao na regidao do
infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro Nicolet 380 FT-IR, marca
Thermo Scientific, com transformada de Fourier. A amostra foi colocada no
acessorio Smart Performer-ATR, o qual possui uma superficie de amostragem
feita de germanio onde a amostra € pressionada formando um filme, sem
necessidade de nenhuma preparacao anterior da amostra. As absor¢des foram

7 _1
expressas em nimero de onda (cm™).

¢ Polarimetria: A andlise de rotacdo Optica especifica foi realizada no
Polarimetro Perkin Elmer modelo 341, no modo SROT, empregando uma
lampada de Na/Hal no comprimento de onda de 589 nm, com temperatura a

20 °C.

% Hidrogenacdo: A hidrogenacdo dos compostos foi realizada em um

aparelho de hidrogenac¢ao marca Parr, série 3926, tipo shaker.

¢ Outros Equipamentos: Vidraria em geral, balanca analitica Sartorius
BL1205, estufa de secagem, evaporador rotativo marca Biichi B-480, bomba
de vécuo (air sampling pump LaMotte, model BD Pump), microscopio

binocular Quimis Q106Z2, geladeira e freezer marca Electrolux.

124



Parte Experimental

8.2. Solventes, reagentes, padroes e materiais

** Solventes e reagentes: Os solventes (Synth) utilizados foram destilados ou
bidestilados antes do uso, baseada na metodologia de Perin et al. (1980).
Todos os reagentes foram comprados comercialmente. A piridina, o
diclorometano e a 2,6-lutidina foram tratados com hidreto de calcio, sendo
destiladas antes do uso. O éter etilico foi tratado com cloreto de cdlcio e
hidreto de célcio, sendo destilado antes do uso. O tetrahidrofurano (THF) foi
tratado com sédio e benzofenona, sendo destilado antes do uso. O cloreto de
acetila foi tratado com pentéxido de fésforo e quinolina, sendo destilado antes
do uso de acordo com Perin ef al. (1980). Os demais reagentes, padroes e

solventes deuterados foram utilizados sem tratamento prévio.

s Padroes de cetonas: A 2-heptanona e a 2-undecanona foram obtidas pela
oxidacdo do (#)-2-heptanol e do (#)-2-undecanol com clorocromato de
piridinio (PCC) em diclorometano anidro, em temperatura ambiente

(Piancatelli et al., 1982).

% Padroes de ésteres: Os padrdes utilizados para confirmar as estruturas dos
ésteres encontrados nos extratos das abelhas sem ferrdo M. quadrifasciata e S.
aff. depilis foram sintetizados pelo método de esterificacdo de Fischer
(hexadecanoato de etila, octadecanoato de etila, octanoato de decila e
octanoato de dodecila), método de esterificacio de Steglich (hexanoato de
hexila, butirato de decila, butirato de dodecila, butirato de tetradecila, butirato
de hexadecila, isobutirato de decila, isobutirato de dodecila, isobutirato de
tetradecila, isobutirato de hexadecila e cis-9-octadecenoato de hexadecila),
acetilacdo de dlcoois com anidrido acético e piridina (acetato de tetradecila,
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acetato de hexadecila e acetato de octadecila) e derivatizacdo de 4cidos
carboxilicos com diazometano (hexadecanoato de metila, octadecenoato de
metila e octadecanoato de metila) (Allinger et al., 1978; Brewster e Ciotti,
1955; Monte et al., 2001; Neises e Steglich, 1978; Newmam, 1941; Vogel,
1989) pelo aluno de iniciacdo cientifica Raphael Pedro Ricci (IQ-Unicamp,

Campinas/SP) sob orientagdo da Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli.

% Algodao tratado: O algodao foi colocado em um sistema de Soxlet e
lavado com solventes destilados a quente, em ordem decrescente de polaridade
(metanol, acetato de etila e hexano) para a retirada dos contaminantes do
algodao. Apods a limpeza, o algodao foi seco e guardado em um recipiente com

tampa.

% Tubos de vidro com Porapak Q: Para a coleta de compostos volateis
foram obtidos tubos de vidro (10 cm de comprimento e 0,6 cm de diametro
interno) preenchidos com 100 mg do adsorvente Porapak Q (Waters
Associates, 80-100 mesh), o qual ficava no centro do tubo devido as duas
extremidades serem fechadas com pedacos de 1a de vidro. Estes tubos foram
lavados com 10 mL dos seguintes solventes, em ordem decrescente de
polaridade: metanol, acetato de etila e hexano (todos bidestilados). Em
seguida, os tubos de vidro com Porapak Q foram secos e ativados em alta

pressdo com aquecimento a 150°C por 12 horas.

% CCD - Cromatografia em Camada Delgada: As andlises em CCD foram
feitas em placas de silica gel 60 F,s, suportadas sobre folhas de aluminio
(Merck), sendo colocadas em cuba de vidro com o solvente ou mistura de
solventes adequada para a separacdo dos compostos das fracdes. Como
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reveladores foram empregados a técnica fisica de exposicao a luz ultravioleta
(254 nm) ou revelacdo quimica através de aspersdao ou mergulho das placas
em solucdo de p-anisaldeido 5%, seguida de aquecimento até aparecimento de
manchas coloridas. No caso dos alcaldides foi usada revelagdo quimica através

da aspersdao ou mergulho das placas em solucdo do reagente de Dragendorff.

% Solucao de p-anisaldeido 5%: Num béquer de 200 mL foram dissolvidos
5 mL de p-anisaldeido em 90 mL de etanol destilado e, em seguida, foi
adicionado 1 mL de 4cido acético glacial. A mistura reacional foi colocada em
banho de gelo e, cuidadosamente aos poucos e com agitacdo, foram
adicionados 5 mL de acido sulfdrico concentrado (Touchstone e Dobbins,
1978). Como a reagcdo € exotérmica, € preciso esperar alguns minutos a

solucdo esfriar para ser usada na revelagdo das placas de CCD.

* Reagente de Dragendorff: O reagente de Dragendorff é um revelador
quimico muito usado para identificacio de alcaldides e compostos
nitrogenados em placas de CCD. A solucdo estoque deste reagente € preparada
pela mistura de partes iguais das solucdes A e B (descritas a seguir), a qual
pode ser guardada na geladeira por alguns meses. A solug¢do spray € obtida
pela mistura de 10 ml da solugdo estoque com 10 g de acido tartarico em 50
ml de dgua destilada. Solugdo A: dissolve-se 0,85 g de nitrato de bismuto (III)
e 10 g de 4cido tartarico em 40 ml de dgua destilada. Solugdo B: dissolve-se
16 g de iodeto de potédssio em 40 ml de dgua destilada (Touchstone e Dobbins,
1978). Para as revelacdes das placas de CCD, as solucdoes A e B foram
misturadas, na proporc¢do 1:1, e a solu¢do final foi guardada em frasco ambar

na geladeira.
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8.3. Indices de retenciio

Os indices de retencdo dos compostos foram obtidos pela anédlise por
CG-EM da co-inje¢ao das amostras com a mistura de n-alcanos padrao
(Pianaro et al., 2007). Os valores foram calculados pela Equacdo 1 abaixo
(Van den Dool e Kratz, 1963) e comparados com dados da literatura (Adams,
1995). Os indices de retengdo dos n-alcanos padroes foram considerados como

numeros inteiros, de acordo com Adams (1995).

1t —t
IR:100z+lOO|: RO ’“2)} 1)

tR(Z+1) - tR(Z)

Onde:

z - nimero de dtomos de carbono do n-alcano que elui antes da substancia
analisada (X);

tr(x) - tempo de retengdo da substincia analisada;

tr(z) - tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da substincia analisada;
traz+1) - tempo de retencdo do n-alcano que elui depois da substincia

analisada.
8.4. Determinacao da posicao da dupla ligacao

Os extratos das abelhas sem ferrdo foram solubilizados em 2 mL de
hexano ou acetato de etila bidestilado e tratados com 200 L. de DMDS e 100
1L de uma solucgdo de iodo (32 mg de I, em 2 mL de éter etilico destilado). As
misturas reacionais foram colocadas em agitacio magnética durante a noite

com temperatura de 50 °C. As reacOes foram interrompidas com 2 mL da
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solucdo aquosa de tiossulfato de s6dio (1g de Na,S,0; em 10 mL de agua
destilada). A fase orgénica foi extraida, seca com sulfato de magnésio anidro e
evaporada em atmosfera de nitrogénio (Buser et al., 1983; Carlson et al.,
1989; Vincenti et al., 1987). Os extratos derivatizados foram solubilizados em

1 mL de hexano bidestilado e 1 L. foi analisado por CG-EM.

8.5. Abelhas sem ferrao

Todos os individuos (operdrias, machos e rainhas) das abelhas sem
ferrdao Melipona quadrifasciata e Scaptotrigona aff. depilis foram coletados
em ninhos determinados previamente para serem pesquisados no
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da

USP — Ribeirao Preto-SP.

8.5.1. Abelha sem ferrao Melipona quadrifasciata

Dois grupos de rainhas virgens de M. quadrifasciata foram separados: o
primeiro, formado por rainhas virgens com 1 dia apds emergéncia do favo de
cria (rainhas que ndo inflam o abdome), € um segundo grupo, composto por
rainhas virgens com 2 a 3 dias apds emergéncia (ja inflam o abdome ao serem

expostas a outra rainha virgem).

8.5.1.1. Headspace dinamico das rainhas virgens de Melipona

quadrifasciata
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As rainhas virgens de M. quadrifasciata foram aprisionadas em
campanulas de vidro (N= 6) '°, os dois grupos separadamente, e 0s compostos
voléteis liberados pelas rainhas virgens foram capturados através da técnica
“headspace” dindmico empregando dois tubos de vidro com Porapack Q
(Parte Experimental, secdo 8.2) e uma bomba de vicuo, como mostrado na
montagem indicada na Figura 35, os dois experimentos foram realizados em
duplicata. Um destes tubos foi conectado a bomba de vacuo (tubo de vidro
com Porapack Q com a amostra) e o outro foi exposto ao ar ambiente (tubo de
vidro com Porapack Q controle). As extremidades dos dois tubos de vidro
com Porapack Q que estavam conectados a campénula de vidro foram isoladas

com um pedaco de algodao tratado para evitar a entrada das abelhas.

Captura dos

compostos volateis
das rainhas virgens

Figura 35. Coleta dos compostos volateis das rainhas virgens de Melipona quadrifasciata
Lepeletier utilizando a técnica “headspace” dindmico com emprego de uma bomba de
vacuo. Fotos: Adriana Pianaro.

18 A7 4 . e
N é o numero de individuos.
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Ap6s um periodo de succdao de 30 minutos (vazdao: 1 L/min), os
compostos volateis das rainhas virgens de M. quadrifasciata foram extraidos
do Porapack Q com 2 mL de acetato de etila bidestilado e 2 mL de hexano
bidestilado. Os extratos obtidos foram concentrados a um volume de 100 gL
em atmosfera de nitrogénio e analisados por CG-EM. O mesmo procedimento
foi realizado com os tubos de vidro com Porapak Q que foram expostos ao ar

ambiente (controle).

8.5.1.2. Extratos dos hidrocarbonetos cuticulares, cefalicos,
abdominais, das glandulas tergais e da glandula de Dufour das

rainhas virgens de Melipona quadrifasciata

As rainhas virgens com abdomes inflados foram mortas no freezer (-
18°C), e os seguintes extratos individuais (N = 1; em triplicata) foram obtidos:
a) Hidrocarbonetos cuticulares: cada individuo foi mergulhado em 2 mL de
hexano bidestilado permanecendo no solvente por 5 minutos e em seguida o
extrato foi filtrado em funil de vidro com algodao tratado.

b) Extratos abdominais: apés as rainhas virgens serem lavadas com hexano
bidestilado, elas tiveram seus abdomes separados e macerados em 2 mL de
acetato de etila bidestilado. O extrato foi filtrado em funil de vidro com
algodao tratado.

¢) Extratos cefalicos: o mesmo procedimento dos extratos abdominais, s6 que

para as cabecas.
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d) Glandulas tergais: ap6s a dessecagio do abdome das rainhas virgens,'” as
glandulas tergais de cada rainha foram mantidas em vidro com banho de gelo
e maceradas em 2 mL de acetato de etila bidestilado.

e) Glandula de Dufour: apés a dessecacio do abdome das rainhas virgens,"
a glandula de Dufour de cada rainha foi mantida dentro de vidro em banho de
gelo e macerada em 10 uLL de acetato de etila bidestilado.

Para evitar a perda de compostos volateis, o volume de solvente de cada
extrato foi reduzido em atmosfera de nitrogénio até alcangar aproximadamente
50 ul., depois acrescentou 20 ul. de padrio interno em todos (solugdo
hexanica de undecano 0,02 wg/ul.). Os extratos da glandula de Dufour ndo

foram concentrados, mas adicionou-se 5 yl. de padrao interno. O volume de 1

L de cada extrato foi analisado por CG-EM.

8.5.1.3. Quantificacdo relativa da mistura nerol/geraniol das

rainhas virgens de Melipona quadrifasciata

A determinagdo da concentracdo relativa da mistura nerol/geraniol nas
amostras das rainhas virgens de M. quadrifasciata s6 € possivel pela
determinacdo do fator de resposta destes compostos no detector, neste caso no
espectrometro de massas.

O fator de resposta é definido como a razdo das areas pela razdo das
massas dos dois constituintes, calculado pela Férmula de Dietz: FR. =

(A/Ap)/ (m/my); onde o FR, € o fator de resposta do composto; A, e A, sdo

" As glandulas tergais e a glandula de Dufour foram dessecadas pelo Dr. Cristiano Menezes (USP-Ribeirdo
Preto/SP).
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as areas do composto (¢) e do padrdo interno (p), respectivamente; € m, € m,
sdo as massas correspondentes (Raffa e Steffeck, 1988).

O pentadecano foi utilizado como padrdao interno (0,02 ug/yl. em
acetato de etila bidestilado) porque ele ndo ocorre em niveis detectaveis nas
amostras dos extratos dos abdomes e do headspace das rainhas virgens de M.
quadrifasciata. O pentadecano € muito usado como padrio interno de
amostras de abelhas sem ferrao.

A mistura nerol/geraniol na razdo 1:2, respectivamente, foi solubilizada
em acetato de etila bidestilado em uma série de concentracdes (0,25; 0,33;
0,50; 1,0 ug/ul), consequentemente a massa dos terpenos em concentragdo €
conhecida. A solugdo total de 1,4 gl da mistura de 1,2 gl de cada
concentracdo dos terpenos com 0,2 x4l da solucdo do padrdo interno foi
injetada no CG-EM, todas as andlises foram feitas em sequéncia. Todas as
amostras das rainhas de M. quadrifasciata estavam solubilizadas em 50 L de
acetato de etila bidestilado. Com a obten¢do das areas dos picos foi possivel
calcular o fator de resposta para cada concentracdo e obter uma média final do
fator de resposta pela curva de calibracgao, possibilitando obter um valor médio
aproximado dos terpenos em cada amostra das rainhas virgens de M.

quadrifasciata.

8.5.2. Extratos epicuticulares, cefalicos, das secre¢oes anais, das
glandulas tergais e da glandula de Dufour da abelha sem ferrao

Scaptotrigona aff. depilis

Os machos e rainhas [fisogéstricas, virgens in vitro e virgens atrativas

RVIVA] de S. aff. depilis do teste de atratividade foram separados e mortos no
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freezer (-18°C). Os seguintes extratos individuais (N = 1; amostra em triplicata
para cada casta) foram obtidos:

a) Extratos epicuticulares: os machos e as rainhas foram individualmente
mergulhados em 2 mL de acetato de etila bidestilado por 5 min e o extrato foi
filtrado em funil de vidro com algodao tratado.

b) Extratos cefilicos, das glandulas tergais e da glandula de Dufour:
mesmo procedimento realizado para as rainhas virgens de M. quadrifasciata
(Parte Experimental, secdo 8.5.1.2). Somente os extratos cefalicos foram
obtidos para os machos.

¢) Extrato das secrecoes anais (somente para as rainhas fisogdstricas): As
rainhas fisogastricas foram colocadas sobre algodao tratado em placas de Petri
por 1 h. Durante este tempo, elas eliminaram uma boa quantidade de secre¢des
anais. Depois, o algoddo foi extraido em funil de vidro com 5 mL da mistura
acetato de etila/metanol (1:1) bidestilados.

Para evitar a perda de compostos volateis, o volume de solvente de cada
extrato epicuticular e cefdlico foi reduzido em atmosfera de nitrogénio até
alcancar o volume de aproximadamente 50 . e cada extrato das glandulas
tergais e secre¢oes anais foi reduzido para aproximadamente 100 yL, depois
acrescentou 20 ul. de padrdo interno em todos (solucdo hexanica de undecano
0,02 pg/ul). Os extratos da glandula de Dufour ndo foram concentrados, mas

adicionou-se 10 gL de padrao interno. O volume de 1 gL de cada extrato foi

analisado por CG-EM.

8.5.2.1. Separacao das classes de compostos do extrato

epicuticular de rainhas fisogastricas de Scaptotrigona aff. depilis
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O extrato epicuticular de rainhas fisogastricas de S. aff. depilis (N= 20;
10 mg) foi cromatografado em uma pipeta Pasteur com silica gel impregnada
com nitrato de prata (20%; 8 g) e eluida com hexano, hexano/ éter etilico
(95:5), hexano/ éter etilico (90:10), hexano/ éter etilico (85:15) e éter etilico.
As fracoes (2 mL) foram evaporadas em fluxo de nitrogénio até 200 ul e
monitoradas individualmente por CG-EM (Krokos et al., 2001). As fracdes
que continham a mesma composi¢ao foram reunidas, originando fracdes com:
mistura de n-alcanos e metil alcanos (2,6 mg; C22, C23, 11-Me-C23, 5-Me-
C23, 3-Me-C23, C25, C27, C29 e C31), n-alcenos (1,1 mg; C21:1, C23:1,
C25:1, C26:1, C27:1, C29:1 e C31:1), uma mistura de n-alcenos e ésters (1,6
mg; C21:1, C23:1, C25:1, C26:1, C27:1, C29:1, C31:1, hexanoato de hexila,
butirato de decila, butirato de dodecila, acetato de tetradecila, octanoato de
decila, butirato de tetradecila, octanoato de dodecila, acetato de 5-
tetradecenila, acetato de tetradecenila (outro isOmero), acetato de 7-
hexadecenila e acetato de 9-hexadecenila) e acetatos insaturados (1,9 mg;
acetato de 5-tetradecenila, acetato de tetradecenila (outro isOmero), acetato de
7-hexadecenila e acetato de 9-hexadecenila) que foram utilizadas nos testes de

campo.

8.5.2.2. Testes de campo preliminares com as abelhas sem ferrao

Todos os testes foram realizados no campo experimental do
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da
USP — Ribeirdo Preto-SP. Os experimentos sdo relatados a seguir:

a) Teste de campo a longa distancia com 2-alcanéis: os alcoois secundarios

comerciais [(S)-(+)-2-heptanol, (S)-(+)-2-nonanol, uma mistura de (S)-(+)-2-
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heptanol e (S)-(+)-2-nonanol (na razdo 1:1), (+)-2-heptanol, (+)-2-nonanol e
(£)-2-undecanol] foram testados em um campo aberto ao redor de varios
ninhos de abelhas sem ferrdo, em dezembro de 2008 e novamente em janeiro
de 2009. Tiras de papel de filtro contendo 2 4l (1,65 mg) de cada 2-(S)-
alcanol foram depositadas a 1,5 m de uma prateleira contendo colonias de P.
droryana, N. testaceicornis, S. aff. depilis, F. varia, F. silvestrii, Tetragonisca
angustula e Friesella schrottkyi, sendo o experimento repetido trés vezes e as
tiras observadas durante 10 min. Durante o periodo de observagdo, as

espécimes ao redor das tiras de papel eram coletadas, contadas e identificadas

(Pianaro et al., 2009).

b) Testes de campo com aglomerado de machos de Scaptotrigona aff.
depilis: os testes de campo foram realizados a curta e longa distancia
aplicando extratos (epicuticulares, cefalicos, secre¢oes anais, glandulas tergais
e glandula de Dufour), padrdes sintéticos e comerciais e fragdes em algodao,
fitas de papel de filtro e feltro preto, de acordo com a Tabela 14 abaixo. Nos
testes a curta distancia, os papéis de filtro, os algoddes e os pedacos de feltro
preto com os extratos ou os compostos foram presos com fita crepe em um fio
de aco (aproximadamente de 1 m) e, individualmente, aproximados
lentamente de uma aglomeracdo de machos de S. aff. depilis perto da entrada
de um ninho, sendo observados por 2 min. Nos testes a longa distincia, os
papéis de filtro foram colocados num varal de barbante com fita crepe, o qual
foi colocado a diferentes distancias (variando entre 2 ¢ 20 m) de uma
aglomeragdo de machos de S. aff. depilis, e observados por 2 min. Estes testes

foram realizados no periodo de marc¢o e outubro de 2012.
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Tabela 14. Extratos de rainhas fisogastricas e virgens de Scaptotrigona aff. depilis, compostos naturais
isolados e padrdes sintéticos e comerciais aplicados nos testes de campo

Extratos e Compostos Siglas Solucao em Quantidade
Acetato de Etila Testada’
Extratos
Acetato de etila bidestilado C - 20 uL
Extrato da glandula tergal de uma rainha fisogdstrica GTREF2 500 uL° 40 uL
Extrato da glandula de Dufour de uma rainha fisogdstrica GDRF2 100 uL? 40 uL
Extrato epicuticular de uma rainha RVIVA BRVCREF3 500 uL? 40 uL
Extrato cefdlico de uma rainha virgem in vitro CRV2 500 uL° 40 uL
Extratos cefélicos de trés rainhas fisogdstricas CRF2a4 2 mg/mL 20 uL
Extratos da secrecdo anal de 20 rainhas fisogdstricas SARF 2 mg/mL 10 uL
Extratos epicuticulares de 20 rainhas fisogdstricas RFEST1A20 2 mg/mL 10 uL
Fracoes dos compostos naturais isolados
Fragdo com n-alcanos + metil alcanos* F1 1 uglulL 20 uL
Fragdo com n-alcenos* F2 1 ug/ull 20 uL
Fragdo com n-alcenos + ésteres* F3 1 pug/ulL 20 uL
Fracdo com acetatos insaturados™ F4 1 ug/lulL 20 uL
Mistura de todas as fragoes™ MN 40 uL de cada fracio 80 uL
Compostos sintéticos e comerciais
2-Heptanona® 2H - 2 ul
2-Nonanona’ 2N - 2 uL
2-Undecanona® 2UD - 2 ul
2-Nonadecanona® 2ND 2 mg/mL 10 uL
(S)-2-heptanol' S2HOL - 2 uL
(S)-2-nonanol’ S2HOL - 2uL
Hexanoato de hexila’ HH - 2ul
Butirato de decila® BD - 2uL
Butirato de dodecila’ BDD - 2ul
Butirato de tetradecila® BT - 2ul
Butirato de hexadecila® BH - 2uL
Octanoato de decila’ OD - 2ul
Octanoato de dodecila” ODD - 2 ul
Acetato de tetradecila® AT - 2ul
Acetato de hexadecila® AH - 2 ul
Acido geranico' AG 1 mg/mL 2 ul
Benzaldeido' B 1 mg/mL 60 uL
p-Hidroxibenzaldeido' PHB 1 mg/mL 60 L
2,4-Dihidroxibenzaldeido’' DHB 1 mg/mL 60 uL
Acetato de (Z)-9-tetradecenila’ AZT - 2 ul
Acetato de (2)-9-hexadecenila’ AZH 2 mg/mL 20 uLL
Z-9-octadecenoato de hexadecila® OH 1 mg/mL 20 uL
Z-9-octadecenoato de octadecila® 00 2 mg/mL 10 uL
Mistura do butirato de decila e do butirato de dodecila MB - 2 uL de cada
Mistura de todos os butiratos (C10, C12, C14 e C16) MTB - 2 uL de cada
Mistura do octanoato de decila e do octanoato de dodecila MO - 2 uL de cada
Mistura do acetato de tetradecila e do acetato de hexadecila MA - 2 uL de cada
Mistura do (S)-2-heptanol e do (S)-2-nonanol MS20L - 2 uL de cada
Mistura da 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona MC - 2 uL de cada
Mistura do acetato de (Z)-9-tetradecenila e do acetato de (Z)-9-hexadecenila MAI - 2 uL de cada
Mistura do cis-9-octadecenoato de hexadecila e do cis-9-octadecenoato de octadecila MEL 40 uL e 20 uLL 60 uL
Mistura de butirato de decila, butirato de dodecila, acetato de (Z)-9-hexadecenila, butirato de Ml (20, 300, 25, 50, 100 e 40 uL
tetradecila, octanoato de decila e octanoato de dodecila 100 #g)/ mL
Mistura de butirato de dodecila, octanoato de decila, acetato de (Z2)-9-hexadecenila, butirato de M2 (300, 200, 75, 150 ¢ 40 uL
tetradecila e octanoato de dodecila 200 ug)/ mL

*Estes compostos foram isolados de extratos epicuticulares de vinte rainhas fisogdstricas utilizando silica gel e nitrato de prata (20%), obtendo estas
fracdes com: n-alcanos + metil alcanos (C22, C23, 11-Me-C23, 5-Me-C23, 3-Me-C23, C25, C27, C29 e C31); n-alcenos (C21:1, C23:1, C25:1,
C26:1, C27:1, C29:1 e C31:1); n-alcenos + ésteres (C21:1, C23:1, C25:1, C26:1, C27:1, C29:1, C31:1, hexanoato de hexila, butirato de decila,
butirato de dodecila, acetato de tetradecila, octanoato de decila, butirato de tetradecila, octanoato de dodecila, acetato de 5-tetradecenila, acetato de
tetradecenila (outro isdmero), acetato de 7-hexadecenila e acetato de 9-hexadecenila); e acetatos insaturados (acetato de 5-tetradecenila, acetato de
tetradecenila (outro isémero), acetato de 7-hexadecenila e acetato de 9-hexadecenila). °Os extratos foram concentrados em fluxo de nitrogénio para
prevenir a perda dos compostos mais voldteis e a mudanga da razdo entre eles. 0 dobro destas quantidades também foi testado. 'Padrio comercial.
*Padrio sintético.
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8.6. Formigas lava-pés Solenopsis saevissima

Os individuos de cada casta foram obtidos de cinco ninhos inteiros
(ninhos 1 a 5) coletados no distrito de Pedro do Rio, Petrépolis-RJ
(22°20°30”S 43°07°44”W) e trés ninhos inteiros (ninhos 6 a 8) coletados na
cidade de Ubatuba-SP (23°26°13°’S 43°04°08”W) seguindo os métodos para a
manipulacdo e criagdo desses insetos em laboratorio (Banks et al., 1981). A
identificacdo da espécie foi baseada em uma série de caracteres e tracos
adicionais uteis (Dall’Aglio-Holvorcem et al., 2009; Pitts et al., 2005).
Individuos testemunhos estdo depositados na Cole¢do Entomologica “Adolph
Hempel” (CEAH) do Instituto Biologico de Sdo Paulo, Sao Paulo-SP (Fox et
al.,2012).

8.6.1. Alcaldides do veneno de Solenopsis saevissima

As operdrias e as rainhas S. saevissima foram mortas no freezer (-18°C)
e seus sacos de veneno foram dissecados empregando uma pinga fina e um
microscopio binocular pelo Dr. Eduardo G. P. Fox. Cada amostra (trés sacos
de veneno, em triplicata) foi macerada em acetato de etila bidestilado e as
amostras foram evaporadas em fluxo de nitrogénio. O veneno foi pesado,
dissolvido em acetato de etila (1 ug/ul) e analisado por CG-EM (Fox et al.,
2012).
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8.6.1.1. Isolamento das cis- e trans-2-metil-6-undecilpiperidinas

naturais

Todas as operarias pequenas (N > 1000) e rainhas (N ~50) dos ninhos 3
e 4 de Pedro do Rio-RJ (Capitulo 2, Tabela 10) foram separadas, mortas no
freezer (-18°C) e maceradas inteiras com acetato de etila destilado (50 mL). O
solvente foi removido a vacuo e os extratos foram analisados por CCD e CG-
EM. Os hidrocarbonetos dos extratos foram removidos em um funil de
Buchner com placa porosa de vidro sinterizado utilizando silica gel (1 g) e
eluindo com acetato de etila destilado (300 mL) e metanol destilado/NH,OH
[9:1, respectivamente (v/v); 400 mL], sendo analisados por CCD e CG-EM. A
primeira fragdo tinha somente hidrocarbonetos, enquanto a segunda fragao
tinha somente os alcaldides (operdrias pequenas - ninho 3: 72,3 mg; operarias
pequenas - ninho 4: 127,2 mg; rainhas - ninho 3: 10,2 mg; rainhas - ninho 4:
16,6 mg). Somente os alcaldides de operarias pequenas e rainhas do ninho 3
foram analisados por RMN de 'H e "°C:
cis- e trans-2-Metil-6-undecilpiperidinas (alcaléides das rainhas — ninho 3):
RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,92 Hz, 6H), 1,25 —
1,80 (m, 58H), 1,89-1,95 (s, 2H), 2,85 (m, 1H), 3,03 (m, 1H), 3,27 (m, 1H),
3,51 (m, 1H). RMN de °C (125,71 MHz, CDCl;, TMS): 514,11 (CH;), 14,12
(CH3), 17,00 (CHj), 17,46 (CH,), 19,45 (CH,), 22,67 (CH,), 22,70 (CH,),
23,10 (CH,), 25,68 (CH,), 25,94 (CH,), 26,07 (CH,), 27,67 (CH,), 29,02
(CHy), 29,36 (CH,), 29,45 (CH,), 29,48 (CH,), 29,61 (CH,), 29,63 (CH,),
29,65 (CH,), 29,67 (CH,), 29,68 (CH,), 30,60 (CH,), 30,78 (CH,), 31,93
(CH,), 33,33 (CH,), 47,71 (CH), 51,61 (CH), 53,98 (CH), 58,02 (CH). EM

(70 eV), m/z (%) — mesmo espectro de massas para ambos 0s compostos: 253
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(M™, 1), 252 (2), 238 (3), 224 (1), 210 (1), 154 (1), 126 (1), 111 (1), 98 (pico
base, 100), 81 (2), 70 (2), 55 (5), 41 (5) (de acordo com Girard et al., 2004,
Jefford e Wang, 1993).

trans-2-Metil-6-undecilpiperidina (alcaléides das operdrias pequenas —
ninho 3): RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): & 0,88 (t, J = 6,95 Hz,
3H), 1,25 — 1,80 (m, 29H), 1,96 (s, 1H), 3,09 (m, 1H), 3,31 (m, 1H). RMN de
BC (125,71 MHz, CDCl;, TMS): 614,12 (CH;), 18,25 (CH,), 18,52 (CH3),
22,71 (CHp), 26,13 (CH,), 27,87 (CH,), 29,37 (CH,), 29,58 (CH,), 29,60
(CHp), 29,61 (CHy), 29,65 (CH,), 29,67 (CH,), 29,75 (CH,), 30,52 (CH,),
31,93 (CH,), 46,71 (CH), 51,07 (CH). EM (70 eV), m/z (%): 253 (M", 0,1),
252 (1), 238 (3), 224 (1), 210 (1), 154 (1), 126 (1), 111 (1), 98 (pico base,
100), 81 (2), 70 (2), 55 (5), 41 (5) (de acordo com Girard et al., 2004; Jefford
e Wang, 1993).

8.6.1.2. Hidrocloretos dos alcaldides naturais de Solenopsis

saevissima

Os alcaldides purificados dos venenos das rainhas dos ninhos 3 e 4
(26,8 mg da cis- and trans-2-metil-6-undecilpiperidina) foram separados por
cromatografia em coluna (d = 0,8 cm, & = 40,0 cm) com silica gel 60 (0,035—
0,070 mm, Merck, 9 g) eluindo com acetato de etila, acetato de etila/ metanol
(95:5), acetato de etila/ metanol (9:1) e acetato de etila/ metanol (4:1)
destilados, obtendo 52 fragdes de 2 mL. Cada fracao foi analisada diretamente
por CG-EM. Os alcaldides cis-2-metil-6-undecilpiperidina (6 mg, rd 97:3) e
trans-2-metil-6-undecilpiperidina (4 mg, rd 98:2) isolados foram solubilizados

em éter etilico seco (1 mL) e uma pequena quantidade de uma solucdo de éter
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etilico seco saturado com HCly) (~ 3 mL) foi adicionada. O solvente foi
evaporado em temperatura ambiente e os hidrocloretos foram recristalizados
com diclorometano/ éter etilico destilado e guardados em dessecador
(Leclercq et al., 1994). Obs.: o HCl,) foi produzido pela reacdo entre cloreto

de calcio e acido sulfarico em um sistema fechado.

(R) (S)
\\\“‘\ O I"’//

aNy
Cr

Hidrocloreto da cis-2-metil-6-undecilpiperidina: [oc]zoD +7° (c= 0,6,

CHCl3), mesmo que o hidrocloreto da (2R,6S5)-2-metil-6-undecilpiperidina:
lit. [a]**p +10,0° (c= 1,1, CHCls) (Poerwono et al., 1998).

RMN de 'H (499,87 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,95 Hz, 3H), 1,25 —
1,80 (m, 29H), 2,04 (s, 2H), 2,89 (m, 1H), 3,07 (m, 1H). RMN de “C (125,69
MHz, CDCl;, TMS): & 14,12 (CH3), 19,51 (CHj), 22,70 (CH,), 22,94 (CH,),
25,74 (CH,), 27,60 (CH,), 29,36 (CH,), 29,40 (CH,), 29,58 (CH,), 29,64
(CH,), 29,71 (CH,), 30,87 (CH,), 31,93 (CH,), 33,29 (CH,), 54,64 (CH),
58,78 (CH) (de acordo com Poerwono et al., 1998).

» ®
W 1(]
H""H

Cr

Hidrocloreto da trans-2-metil-6-undecilpiperidina: [o]*p —4° (c=0,67,
CHCly), levéogiro como hidrocloreto da (2R,6R)-2-metil-6-
undecilpiperidina: lit. [0]*’p —7,7° (c=0,51, CHCl3) (Leclercq et al., 1994).
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RMN de 'H (499,87 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,85 Hz, 3H), 1,25 —
1,80 (m, 29H), 1,98 (s, 2H), 3,28 (m, 1H), 3,54 (m, 1H). RMN de "*C (125,69
MHz, CDCl;, TMS): 614,12 (CHj3), 16,92 (CHj3), 17,38 (CH,), 22,70 (CHyp),
25,86 (CH,), 26,22 (CH,), 28,95 (CH,), 29,36 (CH,), 29,53 (CH,;), 29,58
(CHp), 29,64 (CH,), 29,72 (CH,), 30,78 (CH,), 31,92 (CH,), 47,96 (CH),
51,79 (CH) (de acordo com Leclercq et al., 1994).

8.6.2. Sinteses de padroes dos alcaldides piperidinicos

8.6.2.1. Tosilacao dos n-alcoois

Piridina previamente tratada (4,57 mL) foi adicionada em uma solugdo
de n-dlcool (3000 mg, 18,95 mmol) em diclorometano seco (30 mL) que
estava em agitacdo magnética e banho de gelo (0°C). O cloreto de p-
toluenosulfonila (8670 mg, 45,48 mmol) foi adicionado lentamente e a mistura
reacional foi mantida em agitacio magnética por 12 h em 25°C, sendo
monitorada por CCD. Apdés este tempo, foi adicionada uma solucdo aquosa de
HCI gelada (aproximadamente 2 mol/L, 30 mL) e também diclorometano
destilado (3x 30 mL). A fase organica foi separada em funil de separacdo,
lavada com uma solu¢do aquosa de NaHCO; 5% (30 ml), seca com Na,SO,
anidro e concentrada a vdicuo. O tosilato foi purificado em coluna
cromatogréafica com silica gel (40 g), eluindo com hexano/acetato de etila
destilado (7:3) (Kabalka et al., 1986). Os seguintes tosilatos foram obtidos

através desta reacdo (dados comparados com Choudary et al., 2000):
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Tosilato de decila:

Quantidade: 4,22 g, 68,3% de rendimento apds purificagao.

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS): 60,88 (t, J = 7,02 Hz, 3H), 1,23
(m, 14H), 1,63 (quin, J = 7,0 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H), 4,02 (t, J = 6,55 Hz, 2H),
7,34 (d, J = 8,05 Hz, 2H), 7,79 (d, 8,30 Hz, 2H).

RMN de "°C (125,71 MHz, CDCl;, TMS): & 14,06 (CH3), 21,59 (CH3), 22,62
(CHy), 25,29 (CH,), 28,78 (CH,), 28,88 (CH,), 29,22 (CH,), 29,35 (CH,),
29,41 (CH,), 31,82 (CH,), 70,68 (OCH,), 127,85 (CH), 129,76 (CH), 133,25
(C), 144,57 (C).

IV (Via/em™): 2956 (=C-H), 2924 ¢ 2857 (C-H), 1598 (C=C-C), 1465 (C-H),
1362 e 1176 (O=S=0, duas bandas fortes), 1098 (C-O), 965-933 (S=0), 830-
814 (H-C=C-H, anel aromatico para-substituido), 663 (C-S).

EM (70 eV), m/z (%): 312 (M™, 0,1), 173 (pico base, 100), 172 (39), 155 (32),
140 (22), 112 (23), 97 (27), 91 (98), 83 (41), 70 (51), 55 (72), 43 (57), 41 (64).

Tosilato de dodecila:

Quantidade: 3,52 g, 61,8% de rendimento ap6s purificacao.
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RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, TMS): 60,88 (t, J = 6,97 Hz, 3H), 1,25
(m, 18H), 1,63 (quin, J = 7,0 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H), 4,02 (t, J = 6,55 Hz, 2H),
7,34 (d, J = 8,00 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 8,35 Hz, 2H).

RMN de "*C (125,71 MHz, CDCls, TMS): & 14,07 (CH3), 21,59 (CH3), 22,65
(CH,), 25,29 (CH,), 28,78 (CH,), 28,89 (CH,), 29,29 (CH,), 29,35 (CH,),
29,46 (CH,), 29,57 (CH,), 31,87 (CH,), 70,68 (OCH,), 127,85 (CH), 129,75
(CH), 133,25 (C), 144,57 (C).

IV (Via/em™): 2953 (=C-H), 2922 e 2852 (C-H), 1598 (C=C-C), 1465 (C-H),
1362 e 1176 (O=S=0, duas bandas fortes), 1098 (C-O), 952-920 (S=0), 830-
814 (H-C=C-H, anel aromatico para-substituido), 664 (C-S).

EM (70 eV), m/z (%): 340 (M™, 0,1), 173 (pico base, 100), 172 (38), 168 (24),
155 (24), 140 (13), 125 (7), 111 (16), 97 (24), 91 (48), 83 (24), 69 (23), 55
(23),43 (19),41 (17).

0O
Il
STO NN NN NSNS
Il
O

Tosilato de tetradecila:

Quantidade: 3,14 g, 58,8% de rendimento apds purificacao.

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, TMS): § 0,88 (t, J = 6,97 Hz, 3H), 1,25
(m, 22H), 1,63 (quin, J = 7,0 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H), 4,02 (t, J = 6,55 Hz, 2H),
7,34 (d, J = 8,00 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 8,30 Hz, 2H).

RMN de "*C (125,71 MHz, CDCl;, TMS): & 14,09 (CH;), 21,59 (CHs), 22,66
(CH,), 25,30 (CH,), 28,79 (CH,), 28,90 (CH,), 29,32 (CH,), 29,36 (CH,),
29,47 (CH,), 29,57 (CHy), 29,62 (CH,), 29,63 (CH,), 29,65 (CH,), 31,89
(CH,), 70,69 (OCH,), 127,86 (CH), 129,76 (CH), 133,27 (C), 144,57 (C).
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IV (Vpa/em™): 2957 (=C-H), 2915 e 2848 (C-H), 1596 (C=C-C), 1473 (C-H),
1356 e 1172 (O=S=0, duas bandas fortes), 1098 (C-0), 956 (S=0), 836-812
(H-C=C-H, anel aromadtico para-substituido), 667 (C-S).

EM (70 eV), m/z (%): 368 (M™, 0,1), 196 (25), 173 (pico base, 100), 172 (37),
168 (10), 155 (23), 139 (5), 125 (10), 111 (20), 97 (33), 91 (48), 83 (32), 69
(28), 55 (28), 43 (24), 41 (20).

8.6.2.2. Sinteses das 2-metil-6-alquilpiridinas

A 2,6-lutidina previamente tratada (344 mg, 3,21 mmol) foi solubilizada
em 10 mL de THF seco em atmosfera de argbnio com agitacdo magnética e
banho de gelo (0°C). Uma solucdo hexanica de n-butillitio (10 mol/L, 0,32
mL, 3,21 mmol) foi adicionada lentamente e, apdés 15 min em temperatura
ambiente com agitagdo magnética, a mistura reacional foi colocada em refluxo
(35-40°C) por 15 min para a formacdo do intermedidrio carbanion.
Subsequentemente, o tosilato correspondente (1000 mg, 3,21 mmol) foi
adicionado lentamente durante 10 min. A reagdo foi monitorada por CCD e
parada ap6s 2 h e 30 min com pedacos de gelo, mantendo a agitacdao
magnética e o banho de gelo (0°C). O produto foi extraido com a adi¢ao de
dgua destilada (10 mL) e acetato de etila destilado (3x 100 mL). A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado a vacuo
(MacConnell et al., 1971). A 2-metil-6-alquilpiridina foi purificada em coluna
cromatogréafica com silica gel (60 g) eluindo com os seguintes solventes:
diclorometano e diclorometano/acetato de etila destilados (95:5). Os seguintes

compostos purificados foram obtidos utilizando esta reacdo:
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2-Metil-6-undecilpiridina:

Quantidade: 153,7 mg, 19% de rendimento ap6s purificacao.

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, TMS): 50,88 (t, J = 6,82 Hz, 3H), 1,29
(m, 16H), 1,68 (quin, J = 7,8 Hz, 2H), 2,53 (s, 3H), 2,74 (t, J = 7,92 Hz, 2H),
6,94 (dd, J = 4,50, 4,40 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,00 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,65
Hz, 1H).

RMN de “C (62,89 MHz, CDCl;, TMS): & 14,08 (CH;), 22,66 (CH,), 24,51
(CH3), 29,32 (CH,), 29,47 (CH,), 29,50 (CH,), 29,55 (CH,), 29,60 (CH,),
29,62 (CH,), 30,22 (CH,), 31,89 (CH,), 38,59 (CH,), 119,40 (CH), 120,28
(CH), 136,40 (CH), 157,61(C), 161,94 (C).

IV (Va/em™): 2917-2851 (C-H), 1590 (C=C-C), 1575 (C=C-C), 1454 (C=C-
C), 1302 (C-N), 1140 e 1083 (C-H aromatico), 814-674 (C-H aromatico).

EM (70 eV), m/z (%): 247 (M™, 2), 232 (0,1), 218 (1), 204 (2), 190 (2), 176
(2), 162 (3), 148 (3), 134 (11), 120 (19), 107 (pico base, 100), 93 (2), 79 (2),
65 (2), 53 (1), 41 (5).

=z

|
N (CH)12CH;3

2-Metil-6-tridecilpiridina:

Quantidade: 191,0 mg, 24% de rendimento apds purificagao.
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RMN de 'H (400,13 MHz, CDCls;, TMS): 6 0,88 (t, J = 7,00 Hz, 3H), 1,25
(m, 20H), 1,69 (quin, J = 7,8 Hz, 2H), 2,53 (s, 3H), 2,74 (t, J = 7,90 Hz, 2H),
6,94 (dd, J = 3,44, 3,36 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,80 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,66
Hz, 1H).

RMN de "C (100,61 MHz, CDCls, TMS): & 14,07 (CHs), 22,65 (CH,), 24,49
(CH3), 29,31 (CH,), 29,41 (CH,), 29,46 (CH,), 29,49 (CH,), 29,54 (CH,),
29,57 (CH,), 29,61 (CH,), 29,62 (CH,), 29,65 (CH,), 30,21 (CH,), 31,88
(CH,), 38,57 (CH,), 119,38 (CH), 120,26 (CH), 136,38 (CH), 157,59 (C),
161,93 (C).

IV (Vpa/em’™): 2917-2851 (C-H), 1590 (C=C-C), 1575 (C=C-C), 1466 (C-H),
1453 (C=C-C), 1304 (C-N), 1140 e 1084 (C-H aromético), 814-674 (C-H
aromatico).

EM (70 eV), m/z (%): 275 (M*, 6), 260 (1), 246 (2), 232 (3), 218 (2), 204 (2),
190 (3), 176 (4), 162 (5), 148 (4), 134 (16), 120 (25), 107 (pico base, 100), 93
(2), 79 (1), 65 (1), 55 (1), 41 (3).

=

|
N~ “N(CH,),,CH,

2-Metil-6-pentadecilpiridina:

Quantidade: 125,5 mg, 15% de rendimento ap0s purificacao.

RMN de 'H (400,13 MHz, CDCls, TMS): § 0,88 (t, J = 6,82 Hz, 3H), 1,25
(m, 24H), 1,69 (quin, J = 7,8 Hz, 2H), 2,53 (s, 3H), 2,74 (t, J = 7,90 Hz, 2H),
6,94 (dd, J = 3,60, 3,56 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,40 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,44
Hz, 1H).
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RMN de C (100,61 MHz, CDCl;, TMS): & 14,08 (CH3), 22,66 (CH,), 24,51
(CH3), 29,33 (CH,), 29,42 (CH,), 29,50 (CH,), 29,54 (CH,), 29,62 (CH,),
29,66 (CH,), 30,21 (CH,), 31,89 (CH,), 38,59 (CH,), 119,38 (CH), 120,26
(CH), 136,37 (CH), 157,60 (C), 161,94 (C).

IV (Vima/em™): 2914-2849 (C-H), 1589 (C=C-C), 1573 (C=C-C), 1467 (C-H),
1454 (C=C-C), 1302 (C-N), 1140 e 1083 (C-H aromadtico), 814-675 (C-H
aromatico).

EM (70 eV), m/z (%): 303 (M*, 4), 288 (0,1), 274 (1), 260 (2), 246 (1), 232
(1), 218 (1), 204 (1), 190 (2), 176 (3), 162 (4), 148 (3), 134 (12), 120 (20), 107
(pico base, 100), 93 (1), 79 (1), 65 (1), 55 (1), 41 (3).

8.6.2.3. Sinteses das 2-metil-6-alquilpiperidinas

As 2-metil-6-alquilpiridina (59,8 mg de undecila, 91,1 mg de tridecila e
152,6 mg de pentadecila) foram solubilizadas em 8 mL de metanol destilado e
40 mL de acido acético glacial. Entdo, foi adicionado 110 mg de Pt/C 10%. A
reacdo de hidrogenacdo foi mantida em pressdo de 70 psi de H, (g) com
agitacdo por 72 h. A mistura reacional foi filtrada em um funil de Buchner
com placa porosa de vidro sinterizado com Celite 545 (2 g) eluindo com 50
mL de metanol destilado (Glorius et al., 2004). O solvente foi evaporado a
viacuo e o produto foi analisado por CCD e CG-EM. As 2-metil-6-
alquilpiperidinas foram purificadas em coluna cromatogréfica de silica gel (10
g) eluindo com diclorometano/acetato de etila (9:1), diclorometano/acetato de
etila (1:1), acetato de etila e metanol destilados. Os seguintes compostos
purificados foram obtidos utilizando esta reacdo (dados comparados com

Girard et al., 2004; Jefford e Wang, 1993):
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/(Nj\(CHz)mCI%
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(+)-cis- e (¥)-trans-2-Metil-6-undecilpipeidinas:

Quantidade: 97,3 mg, 99% de rendimento ap6s purificagio.

RMN de 'H (499,87 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,90 Hz, 3H), 1,25 —
1,80 (m, 29H), 1,95 (s, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,86 (m, 1H).

RMN de "C (125,69 MHz, CDCls, TMS): & 14,12 (CHs), 21,00 (CH3), 22,70
(CHp), 23,91 (CH,), 25,78 (CH,), 29,36 (CH,), 29,60 (CH,), 29,65 (CH,),
29,68 (CH,), 31,93 (CH,), 32,38 (CH,), 35,13 (CH,), 52,95 (CH), 57,27 (CH).
IV (Via/em™): 3310 (N-H), 2917 e 2851 (C-H), 1648-1581 (N-H), 1412-1339
(C-N), 1088-1051 (C-H aromatico), 650-621 (N-H).

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/7 (%): 253 (M™, 1), 252 (3), 238 (6), 224 (1), 210 (1), 154 (1), 126 (1), 111
(1), 98 (pico base, 100), 81 (1), 70 (2), 55 (3), 41 (3).

/(Nj\(CHZ)l »CHj3

I
H

(+)-cis- e (*)-trans-2-Metil-6-tridecilpiperidinas:

Quantidade: 83,3 mg, 89% de rendimento apds purificagao.
RMN de 'H (250,13 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,49 Hz, 3H), 1,25 —
1,80 (m, 33H), 1,95 (s, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,87 (m, 1H).
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RMN de "C (62,89 MHz, CDCl;, TMS): 6 14,10 (CH;), 20,67 (CH3), 22,68
(CH,), 23,76 (CH,), 25,73 (CH,), 29,25 (CH,), 29,35 (CH,), 29,58 (CH»,),
29,65 (CH,), 29,67 (CH,), 31,91 (CH,), 32,03 (CH,), 34,75 (CH,), 52,97
(CH), 57,23 (CH).

IV (Vma/cm™): 3307 (N-H), 2912 e 2846 (C-H), 1561 (N-H), 1403 (C-N),
1084-1045 (C-H aromatico), 641 (N-H).

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/7 (%): 281 (M™, 2), 280 (4), 266 (7), 252 (1), 238 (1), 224 (0,1), 154 (1),
126 (1), 111 (1), 98 (pico base, 100), 83 (1), 69 (2), 55 (3), 43 (3).

/(Nj\(CHz)MCIﬁ

I
H

(+)-cis- e (¥)-trans-2-Metil-6-pentadecilpiperidinas:

Quantidade: 102,7 mg, 65% de rendimento apds purificacao.

RMN de 'H (250,13 MHz, CDCl;, TMS): 50,88 (t, J = 6,48 Hz, 3H), 1,25 —
1,80 (m, 37H), 1,96 (s, 1H), 2,68 (m, 1H), 2,84 (m, 1H).

RMN de “C (62,89 MHz, CDCl;, TMS): 614,10 (CH;), 20,91 (CH,), 22,68
(CH,), 23,87 (CH,), 25,75 (CH,), 29,35 (CH,), 29,58 (CH,), 29,69 (CH,),
31,92 (CHy), 32,28 (CH,), 35,01 (CH,), 52,93 (CH), 57,23 (CH).

IV (Vpa/em™): 3304 (N-H), 2915 e 2846 (C-H), 1645-1566 (N-H), 1409-1341
(C-N), 1085-1046 (C-H aromatico), 653-618 (N-H).

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/7 (%): 309 (M™, 2), 308 (4), 294 (6), 280 (0,1), 266 (1), 154 (1), 111 (3), 98
(pico base, 100), 84 (1), 70 (2), 55 (3), 41 (3).
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8.6.2.4. Trifluoracetilacio dos alcaldides

Os alcaldides foram solubilizados em éter etilico seco (1 mL) e piridina
tratada (0,8 mL). Depois anidrido trifluoroacético (0,8 mL) e d&cido
trifluoroacético (0,1 mL) foram adicionados lentamente com agitacdao
magnética e banho de glicerina (30°C) por 30 min (Kusch et al., 2006). A
reacdo foi parada pela adi¢do de acetato de etila destilado (20 mL) e uma
solucdo aquosa de sulfato de cobre saturada (2x 20 mL). A fase orgénica foi
separada em funil de separacao, seca com Na,SO, anidro, concentrada a vacuo

e analisada por CG-EM e CG quiral.

)fjg\(cm)mcm

F,c” O

Trifluoroacetamidas da ()-cis- e (+)-trans-2-metil-6-undecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),

m/7 (%): 349 (M™, 0,1), 334 (1), 280 (4), 194 (pico base, 100), 140 (5), 81 (7),

55 (11), 41 (4).
/(N/E\(CHz)]zCIh

F,¢~ ~O0

Trifluoroacetamidas da (%)-cis- e (+)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/z (%): 377 (M™, 0,1), 362 (1), 308 (4), 194 (pico base, 100), 140 (4), 81 (6),
55 (11), 41 (4).
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/(Nj\«:HQMCHs

F,c” 0

Trifluoroacetamidas da ()-cis e (+)-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/z (%): 405 (M™, 0,1), 390 (1), 336 (4),194 (pico base, 100), 140 (3), 81 (6),
55 (10), 41 (3).

8.6.2.5. Acilacao de Schotten-Baumann dos alcaldides

Os alcaldides (1 eq) foram dissolvidos em diclorometano (10 mL) em
um baldo de 50 mL e adicionou uma solugdo aquosa de K,CO; (2 mol/L, 10
mL). A mistura reacional foi agitada vigorosamente e cloreto de acetila tratado
(3 eq, solubilizado com diclorometano destilado) foi adicionado lentamente na
reacdo que permaneceu durante a noite em agitacdo magnética (25°C)
(Bamane et al., 2011). A reagdo foi parada pela adicao de uma solucdo aquosa
de Na,COj; saturada (2x) e a fase orgénica foi separada em funil de separacao,
seca com Na,SO, anidro, concentrada a vacuo e analisada por CG-EM e CG

quiral.
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Acetamidas (+)-cis- e (+)-trans-2-metil-6-undecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),

m/z (%): 295 (M™, 2), 280 (3), 252 (3), 238 (4), 140 (pico base, 100), 98 (66),

55 (6), 43 (10).
/(N/E\(CHz)l »CH3

H;c” ~O

Acetamidas da (+)-cis- e (¥)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),

m/z (%): 323 (M™, 2), 308 (3), 280 (2), 266 (3), 140 (pico base, 100), 98 (54),

55 (5), 43 (8).
/(N/E\(CHz)MCIﬁ

H;,C” O

Acetamidas da (+)-cis- e (¥)-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidina:

EM (dois picos no cromatograma com o mesmo espectro de massas; 70 eV),
m/z (%): 351 (M™, 2), 336 (3), 308 (3), 294 (3), 140 (pico base, 100), 98 (44),
55 (5), 43 (7).
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Figura A1l. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 5-heptacoseno.
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Figura A2. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 7-pentacoseno.

Apundancia (%)

m/z 299 k3 _m/z 327
e
- <
i 1451 <\ SCH4 N SCHs3
\
(CH2)s 9 (CH2)13
&0 - 9\\ |-
\\ N
40 SCH; \> SCH3 \>
B P
p
20 m/z 173. 7 m/z 145, M*
‘ 1731 ke 4724
4254
& ‘.. || | |||‘ ‘h e ||. 1351 2112 2072 24312571 271 1 283 L a3 | 3543 B4 JoBM033 | |\.
Tl 100 150 200 20 300 0 400 420

Figura A3. Espectro de massas (70 eV) da co-eluicio dos derivados DMDS do 7-
heptacoseno e do 9-heptacoseno (mesmo fon molecular M™ 472).
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Figura A4. Espectro de massas (70 eV) da co-elui¢do dos derivados DMDS do 7-

nonacoseno e do 9-nonacoseno (mesmo fon molecular M* 500).
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Figura AS. Espectro de massas (70 eV) da co-eluicio dos derivados DMDS do 9-

heptacoseno, 10-heptacoseno, 11-heptacoseno, 12-heptacoseno e 13-heptacoseno (mesmo
fon molecular M 472).

_m/z 285
SCH;

/m/z 299
<~ SCH N
9 8 1

(CH2)11
N

CH CH (CHoe (CH2)12
///( 2)5 ( 913\ P : 2
SCHq SCHs >
m/z 173.° m/z 187, -
/m/z 271 /m/z 257
<_ SCH, <_ SCH,

/m/z 243

SCH;
m/z 229, -

176

<" SCH,

(CHa)g



Anexos

Abundancia (%)

3273
1731
80
215.2
2853
60 550 630 Sited
83.0 i
g7.0
40
11 M+
20 11.0 1871 131 500.4
2432257.1
“ 115'1139'1 154.1 M‘ <A ‘ 2291 | ‘ ana 2393 s Ot e
a \I‘HI L. L L. [ ; | ik i 3551 N I| | |h
miz=r 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura A6. Espectro de massas (70 eV) da co-eluicio dos derivados DMDS do 9-
nonacoseno, 10-nonacoseno, 11-nonacoseno, 12-nonacoseno, 13-nonacoseno e 14-
nonacoseno (mesmo fon molecular M* 500).
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Figura A7. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-heneicoseno.
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Figura A8. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-docoseno.
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Figura A9. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-tricoseno.
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Figura A10. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-tetracoseno.
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Figura A11. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-pentacoseno.
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Figura A12. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-hexacoseno.
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Figura A13. Espectro de massas (70 V) do derivado DMDS do 9-heptacoseno.
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Figura A14. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-nonacoseno.

Abundancia (%)

a0

B0

40

20

=1

m/z-»

a7

s |

_m/z 355

Jeiat ] ~

< SCH;

(CH217
~

M
5285

1
100

Figura A1S. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do 9-hentriaconteno.
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Figura A16. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do acetato de 5-tetradecenila
e as fragmentacoes propostas de acordo com Buser et al., 1983.
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Figura A17. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do acetato de 7-hexadecenila
e as fragmentacOes propostas de acordo com Buser et al., 1983.
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Figura A18. Espectro de massas (70 eV) do derivado DMDS do acetato de 9-hexadecenila
e as fragmentacoes propostas de acordo com Buser et al., 1983.
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Figura A19. Espectro de massas (70 eV) do tosilato de decila.
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Figura A20. Espectro no infravermelho do tosilato de decila.
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Figura A21. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) do tosilato de decila.

183



Anexos

O i

ﬁ_o\/\/\/\/\/ -

0) -
(A)

. L - | o
180 I ‘ ‘ ‘ 100 I I ‘ I 50 I ‘ ‘ I (IJ[ppm]
B) H | |
T

© A X TR

LA AN L HL L L L L L I I e B IL BB |
140 120 100 80 60 40 z0 0 ppm

Figura A22. Espectros de RMN de Bc (125,71 MHz, CDCl3;, TMS) do tosilato de decila:
A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A23. Espectro de massas (70 eV) do tosilato de dodecila.
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Figura A26. Espectros de RMN de "*C (125,71 MHz, CDCl;, TMS) do tosilato de
dodecila: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A27. Espectro de massas (70 eV) do tosilato de tetradecila.
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Figura A30. Espectros de RMN de B¢ (125,71 MHz, CDCl;, TMS) do tosilato de
tetradecila: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.

188



Anexos

Abundéncia (%)

10F.1
a0
=
B0 |
N
40 N (CHZ)I OCH3
20 1201
134.1
: 41|'E: 530 680 770 g.o 330 il | 1278, | 1400 1550 % \enn 1782 19351 W 21059 7042 2182 ggpg 2472
fE 40 Y B 100 120 1o 1to 150 200 230 240
Figura A31. Espectro de massas (70 eV) da 2-metil-6-undecilpiridina.
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Figura A32. Espectro no infravermelho da 2-metil-6-undecilpiridina.
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Figura A33. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) da 2-

undecilpiridina.
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Figura A34. Espectros de RMN de "C (62,89 MHz, CDCl;, TMS) da 2-metil-6-
undecilpiridina: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.

190



Anexos

Abundancia (%)

1071
a0
&0 |
NS
10
N (CH5)1,CHj
1201
20 1381
2753
0 Iy w0 esp 790 93D || | , WL R MBE WE s mer WD awes amy I
iz 4h &0 ah 100 120 140 180 180 200 2 20 20 ]

Figura A3S. Espectro de massas (70 eV) da 2-metil-6-tridecilpiridina.
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Figura A36. Espectro no infravermelho da 2-metil-6-tridecilpiridina.
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Figura A37. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCl;, TMS) da 2-metil-6-
tridecilpiridina.
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Figura A38. Espectros de RMN de *C (100,61 MHz, CDCl;, TMS) da 2-metil-6-

tridecilpiridina: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A39. Espectro de massas (70 eV) da 2-metil-6-pentadecilpiridina.
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Figura A40. Espectro no infravermelho da 2-metil-6-pentadecilpiridina.

_ [ |
9
N (CH)14CH;3 -

i g

T T e T e T T T s T T o [pem
Figura A41. Espectro de RMN de 'H (400,13 MHz, CDCl;, TMS) da 2-metil-6-
pentadecilpiridina.
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Figura A42. Espectros de RMN de "C (100,61 MHz, CDCl;, TMS) da 2-metil-6-
pentadecilpiridina: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A43. Espectro de massas (70 eV) da (£)-cis-2-metil-6-undecilpiperidina, mesmo
espectro de massas para a (+)-trans-2-metil-6-undecilpiperidina.
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Figura Ad44. Espectro no infravermelho da (f)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-
undecilpiperidinas.
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Figura A4S. Espectro de RMN de '"H (499,87 MHz, CDCl3, TMS) da (¥)-cis- e (*)-trans-
2-metil-6-undecilpiperidinas.
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Figura A46. Espectros de RMN de "°C (125,69 MHz, CDCls, TMS) da (£)-cis- e (£)-trans-
2-metil-6-undecilpiperidinas: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A47. Espectro de massas (70 eV) da (%)-cis-2-metil-6-tridecilpiperidina, mesmo
espectro de massas para a (+)-trans-2-metil-6-tridecilpiperidina.
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Figura Ad48. Espectro no infravermelho da (f)-cis- e (%)-trans-2-metil-6-

tridecilpiperidinas.
2 6
. H-
1TT (CH2)12CH3 e 0
H

Figura A49. Espectro

de RMN de 'H (250,13 MHz, CDCls, TMS) da (£)-cis- e (+

2-metil-6-tridecilpiperidinas.
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Figura A50. Espectros de RMN de "°C (62,89 MHz, CDCls, TMS) da (%)-cis- e (£)-trans-
2-metil-6-tridecilpiperidinas: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura AS1. Espectro de massas (70 eV) da (+)-cis-2-metil-6-pentadecilpiperidina, mesmo
espectro de massas para a (+)-trans-2-metil-6-pentadecilpiperidina.
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Figura AS3. Espectro de RMN de '"H (250,13 MHz, CDCl3, TMS) da (*)-cis- ou (*)-trans-

2-metil-6-pentadecilpiperidinas.
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Figura A54. Espectros de RMN de "°C (62,89 MHz, CDCls, TMS) da (+)-cis- e (+)-trans-
2-metil-6-pentadecilpiperidinas: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura ASS. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) da cis- e frans-2-metil-
6-undecilpiperidinas do veneno das rainhas de Solenopsis saevissima do ninho 3.
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Figura AS56. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, TMS) da trans-2-metil-6-
undecilpiperidina do veneno das operarias pequenas de Solenopsis saevissima do ninho 3.
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Figura A57. Espectros de RMN de "*C (125,71 MHz, CDCls;, TMS) da cis- e trans-2-
metil-6-undecilpiperidinas do veneno das rainhas de Solenopsis saevissima do ninho 3: A)
carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.

202



Anexos

Jol
N (CHy);0CH;3

I
H

v |
) A T ] (- ¥ | ||‘I } | i
‘ T T e T B S ‘ T
30 20 10 0 ppm
©
T T T ‘ T T | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T | T T T T | T T T T | T T T |
70 (] 50 40 30 20 10 D PPm

Figura A58. Espectros de RMN de "°C (125,71 MHz, CDCls, TMS) da frans-2-metil-6-
undecilpiperidina do veneno das operdrias pequenas de Solenopsis saevissima do ninho 3:
A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura AS59. Espectro de RMN de 'H (499,87 MHz, CDCls;, TMS) do hidrocloreto da
(2R,6S5)-2-metil-6-undecilpiperidina isolada do veneno das rainhas de Solenopsis
saevissima dos ninhos 3-4.
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Figura A60. Espectro de RMN de 'H (499,87 MHz, CDCls;, TMS) do hidrocloreto da

(2R,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina isolada do veneno das rainhas de Solenopsis
saevissima dos ninhos 3-4.

204



Anexos

2((R) (95)]6
w IJ{I KV AN e NN
H*"H

Cr

(A)

C-6 co

(B)

o o J

T . . T 1
20 [ppm]

Figura A61. Espectros de RMN de "°C (125,69 MHz, CDCl;, TMS) do hidrocloreto da
(2R,6S5)-2-metil-6-undecilpiperidina isolada do veneno das rainhas de Solenopsis
saevissima dos ninhos 3-4: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A62. Espectros de RMN de "°C (125,69 MHz, CDCl3;, TMS) do hidrocloreto da
(2R,6R)-2-metil-6-undecilpiperidina isolada do veneno das rainhas de Solenopsis
saevissima dos ninhos 3-4: A) carbono desacoplado, B) DEPT-135 e C) DEPT-90.
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Figura A63. Espectro de massas (70 eV) da trifluoroacetamida da (%)-cis-2-metil-6-
undecilpiperidina, mesmo espectro para a (+)-trans.
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Figura A64. Espectro de massas (70 eV) da trifluoroacetamida da (%)-cis-2-metil-6-
tridecilpiperidina, mesmo espectro para a (+)-trans.
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Figura A65. Espectro de massas (70 eV) da trifluoroacetamida da (+)-cis-2-metil-6-
pentadecilpiperidina, mesmo espectro para a ()-trans.
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Figura A66. Espectro de massas (70 eV) da acetamida da (%)-cis-2-metil-6-
undecilpiperidina, mesmo espectro para a (+)-trans.
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Figura A67. Espectro de massas (70 eV) da acetamida da (%)-cis-2-metil-6-
tridecilpiperidina, mesmo espectro para a (+)-trans.

Abundancia (%)

140.0
204
E04
N~ (CH,);4CH;

4004
H,;C

431 B D
0 ‘h‘l "” ; 790 B%D | 1108 1260 | 154.0 1680 9800 1940 2089 2222 2381 2486 2BE4  omop 29:” 3D§2 3221 33?'2 35] 2

T T T T T T T T T T T T T T T T

miz--> 40 E0 a0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura A68. Espectro de massas (70 eV) da acetamida da (%)-cis-2-metil-6-
pentadecilpiperidina, mesmo espectro para a ()-trans.
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