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RESUMO

O estudo sobre o mimetismo de Heliconius sempre recebeu muita atencdo. Novas
relacGes entre as espécies do género sdo descobertas em primorosos estudos. No
entanto, quanto a Fisiologia do grupo existem poucas investigacfes. A relagédo
estabelecida entre as espécies de Heliconius formando anéis miméticos ocorre tanto
entre espécies pertencentes ao mesmo clado, como em espécies distantes
filogeneticamente. Nesta Tese estudamos trés espécies de Heliconius do sul do Brasil
relacionando a Fisiologia e a morfologia com o mimetismo. Buscamos saber se o
mimetismo existente entre o par mimético, Heliconius besckei (clado silvaniforme) e
Heliconius erato phyllis (clado de acasalamento pupal) permanece em outras
caracteristicas além do padrdo de coloragdo da asa. Além disso, investigamos se H.
besckei diverge nestes mesmos parametros fisiolégicos e morfoldgicos da espécie H.
ethilla narcaea, que pertence também ao clado silvaniforme e assim como H. e. phyllis
é simpatrica com H. besckei no sul do Brasil. Foram utilizadas metodologias de analise
ultraestrutural da musculatura do torax das borboletas, assim como também analisamos
marcadores biogquimicos ligados ao balanco oxidativo e ao metabolismo intermediério.
Para analise morfoldgica, utilizamos morfometria geométrica nas asas das trés espécies
para avaliar a forma e o tamanho. Nossos resultados mostraram que a espécie H. besckeli
convergiu com seu par mimético H. erato phyllis, para além do padrdo de coloracédo, no
tipo de voo, no tamanho e forma das asas anteriores, na massa corporal (térax e
abdémen), além de alguns marcadores do balanco oxidativo (TBARS, SOD e GST) e do
metabolismo intermediario (conteldo de proteinas totais, lipidios totais, triglicerideos,
colesterol e glicogénio). No entanto, devido as restricdes a ambientes de altitudes
maiores que 700m, as exigéncias fisiologicas de H. besckei para viver em simpatria com
a espécie mimética parecem dispendiosas. Dessa forma, alguns pardmetros como a area
mitocondrial, a atividade da catalase e os niveis de &cido Grico e lactato foram
divergentes. Além disso, investigamos também os marcadores bioquimicos de lagartas e
pupas de H. e. phyllis em relacdo ao comportamento canibal que apresentam enquanto
larvas de 1° instar. Nossos resultados ndo mostraram diferencas significativas entre
animais que apresentaram comportamento canibal e ndo canibal sobre os marcadores de
estresse oxidativo e metabolismo. Contudo, os niveis de colesterol sdo mais baixos e de
GST mais altos em lagartas de 4° instar que ndo apresentaram 0 comportamento
canibal. Estes resultados s&o interessantes quando analisamos o tempo de
desenvolvimento por instar, onde os individuos que apresentam comportamento canibal
sofrem ecdise mais rapidamente do 1° para o 2° instar. Analisamos também a resposta
de lagartas de H. ethilla narcaea frente a duas temperaturas (19° e 24°C) de ambientes
em que normalmente sdo encontradas. Registramos que lagartas de 5° instar mantidas a
24°C apresentam menor massa corporal e menores niveis de lactato quando comparadas
com as lagartas mantidas em 19°C. N&o obtivemos diferengcas em relagdo aos
marcadores de balanco oxidativo, 0 que juntamente com o0s outros resultados pode
indicar que as lagartas mantidas em temperaturas mais quentes ajustem possivelmente,
seu comportamento, sua atividade metabdlica, priorizando através da ingesta o acumulo
de moléculas antioxidantes oriundas do alimento ofertado (Passiflora edulis), dessa
forma conseguem frear o aumento de ERO. Nossos resultados sdo novos, importantes e
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originais fontes de informacdo sobre as espécies de Heliconius e principalmente sobre
as espécies ocorrentes no sul do Brasil.

Palavras-chave: mimetismo; fisiologia, evolucdo, Lepidoptera

ABSTRACT

The study of Heliconius mimicry has always received much attention. New
relationships among species of the genus are discovered in exquisite studies. However,
there are few investigations regarding the group’s Physiology. The relationship
established between Heliconius species, forming mimetic rings, occurs both between
species belonging to the same clade, as in phylogenetically distant species. In this thesis
we studied three species of Heliconius from southern Brazil relating Physiology and
morphology with mimicry. We sought to know whether the existing mimicry between
the mimetic pair Heliconius besckei (silvaniform clade) and Heliconius erato phyllis
(pupal mating clade) remains in other characteristics beyond the wing coloration
pattern. In addition, we investigated whether H. besckei diverges in these same
physiological and morphological parameters of the species H. ethilla narcaea, which
also belongs to the silvaniform clade and as well as H. e. phyllis is sympatric with H.
besckei in southern Brazil. Ultrastructural analysis methods were used to investigate the
butterflies’” musculature of the thorax, as well as the study of biochemical markers
linked to the oxidative balance and to the intermediate metabolism. For morphological
analysis, we used geometric morphometry on the wings of the three species to evaluate
shape and size. Our results showed that the species H. besckei converged with its
mimetic pair H. erato phyllis, beyond the coloration pattern, in flight type, size and
shape of anterior wings, body mass (thorax and abdomen), besides some markers of
oxidative balance (TBARS, SOD and GST) and intermediate metabolism (total protein
content, total lipids, triglycerides, cholesterol and glycogen). However, due to
constraints to environments with altitudes higher than 700m, the physiological
requirements of H. besckei to live in sympathy with the mimetic species seem costly.
Thus, some parameters such as mitochondrial area, catalase activity and uric acid and
lactate levels were divergent. In addition, we also investigated the biochemical markers
of caterpillars and pupae of H. e. Phyllis in relation to the cannibal behavior that they
present as 1% instar larvae. Our results did not show significant differences between
animals that presented cannibal and not cannibal behavior on the markers of oxidative
stress and metabolism. However, cholesterol levels are lower and GST is higher in 4™
instar caterpillars that did not show cannibal behavior. These results are interesting
when we analyze the development time per instar, where individuals with cannibal
behavior undergo ecdysis more quickly from 1% to 2" instar. We also analyzed the
response of H. ethilla narcaea caterpillars to two temperatures (19° and 20 °C) of
environments in which they are normally found. We recorded that 5° instar caterpillars
maintained at 24°C presented reduced body mass and reduced levels of lactate when
compared to caterpillars maintained at 19°C. We did not obtain differences in relation to
oxidative balance markers, which together with the other results may indicate that
caterpillars maintained at warmer temperatures possibly adjust their behavior, their
metabolic activity, prioritizing through ingestion the accumulation of antioxidant
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molecules from food (Passiflora edulis), in this way they can stop the increase of ERO.
Our results are new, important and original sources of information on the species of
Heliconius and specially on the species occurring in southern Brazil.

Key-words: mimmetism, physiology, evolution, Lepidoptera
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INTRODUCAO GERAL

Fisiologia Evolutiva
Os estudos sobre Fisiologia comparada e ontogenética surgiram no século XIX e
no inicio do século XX e a partir disso, a visdo sobre a importancia destes dois metodos

para as bases da evolugdo se modificou.

A Fisiologia evolutiva aborda questfes relacionadas a evolucdo funcional e
recruta metodos de areas cientificas aliadas, como Bioquimica, Morfologia e Biologia
Molecular. Além disso, esta € uma area em ativa progressdo e hoje considera uma
variedade de temas a serem abordados. Algumas destas questdes sdo amplas, como o
estudo de padrdes ecoldgicos e filogenéticos relacionados a Fisiologia, bem como o
estudo do gendtipo, fendtipo, desempenho fisioldgico e fitness.

Diante de questdes tdo complexas como estas e de outras tantas que poderiam
ser aqui descritas, a Fisiologia Evolutiva utiliza técnicas e abordagens da Biologia

evolutiva, genética e sistematica.

A presente Tese aborda a Ecofisiologia Evolutiva de caracteristicas das
borboletas do género Heliconius no sul Brasil. Nesse trabalho utilizamos abordagens
fisioldgicas, evolutivas e ecoldgicas, combinadas de forma a tentar responder questfes
ainda ndo investigadas a cerca do grupo. Além disso, utilizando técnicas e
metodologias originais para agregar conhecimento ao grupo de borboletas amplamente

estudadas.

Mimetismo

A selecdo natural atua sobre caracteristicas que melhoram a sobrevivéncia e a
reproducdo de individuos. Para muitos organismos, sobreviver significa evitar ao
méaximo ser predado. Muitas espécies desenvolveram estratégias que Ihes permitem

evitar ataques (Ruxton, Sherratt & Speed, 2004), sendo estas, muito diversas. Algumas
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destas estratégias sdo ditas enganosas, tais como camuflagem, para dificultar a
visualizagdo de predadores ou para desvia-los do seu alvo. A estratégia do
aposematismo, por exemplo, anuncia as defesas estruturais ou quimicas ou outras

formas de néo ser rentavel ao predador por meio de sinais de alerta.

Em contraste com as estratégias enganosas (camuflagem, manchas ocelares,
etc.), muitas presas adquirem ou sintetizam compostos quimicos e anunciam essas
defesas aos predadores em potencial na forma de cores vivas. Esta estratégia é chamada
de aposematismo. Nesses casos, 0s organismos assumem frequentemente a forma de
sinais de alerta que sdo aprendidos, reconhecidos e consequentemente evitados pelos
predadores. Por exemplo, as borboletas impalataveis, tais como as Heliconius que
mostram cores vividas e contrastadas. Tais sinais sdo evitados pela maioria dos
predadores, uma vez que eles experimentaram suas toxinas. Nesses casos predadores
ingénuos, inexperientes, tém que atacar e muitas vezes provar a presa para perceber que

é toxica ou venenosa.

Os beneficios para a presa residem na probabilidade de um determinado
predador ja ter experimentado este padrdo de presa e abster-se de ataca-lo. Portanto, 0s
beneficios de sobrevivéncia dependem da frequéncia/densidade da presa no ambiente
Esta é uma forma de dependéncia de frequéncia/densidade que favorece as formas mais

comuns.

Naturalmente, o beneficio de adotar uma cor de adverténcia também se aplica
além das fronteiras das espécies. Quando individuos de duas espécies com padrdes de
alerta sdo expostos ao mesmo conjunto de predadores eles se beneficiam de
compartilhar o mesmo sinal porque ambas as espécies se beneficiam da aprendizagem
dos predadores. As espécies aposematicas relacionadas evoluiram sinais de alerta
convergentes, um fendbmeno chamado mimetismo Milleriano, ap6s o alemao Fritz
Miller o formalizar pela primeira vez (Stuckert, Venegas & Summers, 2014). Por
exemplo, algumas borboletas aposematicas neotropicais e as mariposas compartilham
padrdes de cor de asa conspicuos. Espécies que compartilham sinais de aviso sao
chamadas comimicas e formam "anéis" miméticos que podem compreender mais de 15
espécies localmente (Elias et al., 2008). As presas comestiveis também podem se
beneficiar da exibicdo dos mesmos sinais de defesa das presas. Essa forma enganosa de
mimetismo € chamada mimetismo Batesiano, assim denominada depois que o
naturalista britdnico Henry Bates relatou semelhanca impressionante entre espécies de
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borboletas amazonicas inofensivas e toxicas (Bates, 1862). O mimetismo Batesiano e o
Muilleriano receberam de Vane-Wright (1976), os nomes mais genéricos de “mimetismo
antérgico defensivo” (ou “antérgico tipo VI”) e “mimetismo sinérgico de adverténcia”
(ou “sinérgico tipo IA”), respectivamente. Estes nomes seguem uma classificagao de 48
tipos possiveis de mimetismo com base em um sistema tripartido (modelo-mimico-
operador), originalmente proposto por Wolfgang Wickler em seu livro Mimicry in
Plants and Animals (1968). Um dos objetivos da proposta de Vane-Wright foi o de
evitar nomes de tipos miméticos, como por exemplo, mimetismo Peckhamiano,
Wasmanniano, o0s quais nao discriminam o que de fato acontece nos diferentes casos de
mimetismo. Todavia, 0s dois casos classicos, mimetismo Batesiano e Miilleriano, ja

adquiriram historia e assim, permanecem na literatura.

Mimetismo Mulleriano

Em 1862, Bates abordou as semelhancas exibidas por muitas espécies de
borboletas neotropicais e propds que em alguns casos isso poderia ser explicado pela
selecdo natural de espécies semelhantes a espécies desagradaveis e assim passariam a
ter protecdo contra a predacdo, o que se conhece hoje como mimetismo Batesiano. No
entanto, ele também observou que algumas espécies de borboletas aparentemente
desagradaveis pareciam umas as outras e propds que isso ocorria devido a presenca de

condigdes ambientais comuns.

O naturalista Johannes Friedrich ('Fritz') Muller, fez consideraces a respeito
desse mesmo fendmeno e propds solugdes diferentes. Dezesseis anos apds a publicacdo
do trabalho de Bates, Miiller (1878) publicou uma explicacdo para a semelhanca entre
espécies ditas desagradaveis que até agora é amplamente aceita. A explicacdo de
Miller (1878) foi a de que espécies que apresentam defesas extremamente simples
podem evoluir e compartilhar os custos da aprendizagem dos predadores. Dentro deste
mesmo documento, Muller apoiou 0s seus argumentos com um exemplo quantitativo
especifico. O documento mais conhecido de Miller foi publicado na revista 'Kosmos'
em 1879, nele sua hipoOtese, mais tarde chamada de mimetismo Milleriano, foi

amplamente aceita (Mallet, 1999).

Bates nunca foi convencido pela teoria, embora tenha usado alguns argumentos

para explicar o mimetismo em heliconineos (Mallet, 1999) revelando que tinha uma
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compreensdo precoce sobre a dependéncia da frequéncia numérica no mimetismo. O
primeiro trabalho de Fritz Muller (1879) apresenta ndo s6 o primeiro modelo de
mimetismo, como também uma das primeiras derivac¢fes das consequéncias da adocao
dos tracos especificos por cada espécie. O modelo continua a ser 0 mais aceito para
articular sua teoria, mesmo Blakiston e Alexander (1884) tendo proposto um
refinamento para este modelo, ele continua exatamente igual. Muller assumiu que as
presas individuais representam uma dose de toxinas e que a populacdo de predadores
aprende a evitar a presa. Assim, menos espécies altamente toxicas tendem a ser
consumidas. O modelo foi revisto por Mallet e prevé que nos casos em que ambas as
espécies apresentam gosto ruim, simultaneamente as espécies que apresentam menor
dose de toxicidade e menor abundancia evoluirdo para uma aparéncia mais parecida

com a espécie com maior produto de dose e abundancia (Mallet, 1999).

O exemplo mais celebre do mimetismo Mdilleriano é o da similaridade entre as
borboletas do género Heliconius impalatdveis a aves insetivoras. O género reune
conjuntos de borboletas cujos membros se assemelham uns aos outros de alguma forma,
0s aneis miméticos mullerianos. Estes anéis miméticos sdo tipicamente reconhecidos
pela semelhanga da coloragdo: tigre, vermelho, azul e laranja (Mallet & Gilbert, 1995).
Alguns anéis miméticos contem até 12 espécies de Heliconius, bem como imitadores de
outros grupos de lepidopteros (Brower, 1997). Os membros de cada anel tendem a
dormir a noite em ambientes similares (Mallet & Gilbert, 1995) e também tendem a

voar em ambientes similares e a0 mesmo tempo do ano.

Borboletas Heliconius

As borboletas Heliconius sdo um exemplo de grupo taxondmico amplamente
estudado e que tem contribuido para a compreensdao de muitas questdes evolutivas
(Merrill et al., 2015).

Os evolucionistas foram atraidos pelo padrdo marcante da asa que reflete o
mimetismo. Linhagens convergiram repetidamente para 0s mesmos padroes de cores de
adverténcia. As borboletas do género Heliconius sdo modelos para estudos genémicos,
estudos de ecologia, de selecdo natural, e de especiacdo (Brown, 1981), dentre outros.
A forte selecdo do padréo de coloracdo de asa para confundir os predadores, fazendo

com que estes aprendam a evitar os padrdes de cores destes insetos impalataveis explica
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0 mimetismo (Benson, 1972; Kapan, 2001). Existe uma convergéncia impressionante do
padrdo entre as espécies distantemente relacionadas que se beneficiam de um sinal

compartilhado para confundir os predadores.

As interagdes antagbnicas entre predadores e presas muitas vezes levam a
coevolucdo. No caso das espécies de Heliconius, as cores aposematicas agem como
sinais de alerta para os predadores e desempenham um papel protetor. Os glicosidios
cianogénicos que sdo sintetizados pelos organismos ou sequestrados da planta
hospedeira pelas larvas, conferem a Heliconius um sabor desagradavel a seus
predadores vertebrados (Engler, Spencer & Gilbert, 2000; Cardoso & Gilbert, 2007;
Engler-Chaouat & Gilbert, 2007; Chauhan et al., 2013). Os predadores sdo aves
insetivoras que aprenderam a associar 0 padrao de cores das asas das borboletas com o

mau gosto que proporcionam, dessa forma tendem a evita-las (Langham, 2004).

A convergéncia evolutiva dos padrbes de cores entre presa toxica e o predador
evoluiu devido a selecdo positiva dependente de frequéncia/densidade e dos beneficios
da semelhanca mutua. Espécies comiméticas evoluem com padrdes de cores muito
semelhantes; no entanto esse processo pode interferir na sinalizacdo intraespecifica
(Llaurens, Joron & Théry, 2014).

Os padrdes de asa de Heliconius além de repelir predadores, peis possibilitam o
reconhecimento intra-especifico, a selecdo sexual e também a regulacao térmica. O fato
é que estes padrbes de cor significam funcionalmente uma ligacdo entre a diversidade
de desenvolvimento, adaptacdo e macroevolucdo (Joron et al., 2006). As Heliconius
apresentam a alimentacdo por poélen como uma caracteristica que facilita a rapida
radiacdo adaptativa (Gilbert, 1972).

Analises morfologicas e moleculares possibilitaram a resolucdo da filogenia
completa da tribo Heliconiini (Brown, 1981; Lee et al., 1992; Brower, 1997; Penz,
1999; Mallet et al., 2007; Kozak et al., 2015; Merrill et al., 2015). Com a aplicagéo de
relogios moleculares estima-se que a tribo apareceu pela primeira vez entre 24 e 29
milhGes de anos atras e o género Heliconius entre 10,5 e 13,4 milhdes de anos (Kozak
et al., 2015). A biogeografia de Heliconius no passado era discutida com referéncia na
teoria do refagio do Pleistoceno que propde que altas taxas de especiacdo alopatrica séo
resultantes da fragmentacdo das florestas tropicais. No entanto, esta teoria vem sendo

muito criticada (Merrill et al., 2015) e o tempo de que se tem conhecimento sobre a
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filogenia indica que a maior parte das espécies de Heliconiini antecede

significativamente o Pleistoceno (Kozak et al., 2015).

O modelo de diversificagdo por alopatria parece insuficiente para explicar a
radiacdo de Heliconius, especialmente considerando que as comunidades mais ricas em
espécies estdo dentro das florestas contiguas da Amazénia. Uma alternativa a teoria do
refigio é a especiacdo impulsionada por condicGes de adaptacdo as condicOes locais. As
taxas de diversificacdo em Heliconius tem aumentado desde o surgimento do género em
meados do Mioceno (Kozak et al., 2015). Se a especia¢do sempre ocorre em simpatria
ainda ndao é completamente compreendido, apesar de em Heliconius existir
polimorfismos estaveis acoplados com arquiteturas genéticas especificas, o que tornaria
mais plausivel essa explicacdo. O cenario mais provavel é que a especiacdo € iniciada
em parapatria, e uma vez que as populacbes divergiram suficientemente para a

convivéncia, o processo é concluido em simpatria (Mallet, Jiggins & McMillan, 1998).

Abordagens escolhidas para este estudo

De forma a responder questdes sobre a evolucdo do mimetismo em espécies de
Heliconius do sul do Brasil, utilizamos neste estudo abordagens do campo da Fisiologia
Evolutiva. As metodologias aplicadas para testar as hipoOteses se deram através de
analises do balanco oxidativo e do balango bioguimico, técnicas de analises
ultraestrutural do organismo, morfometria geométrica, testes de comportamento e

resposta a temperatura.

Organismos de estudo

Heliconius besckei Ménétriés 1857 tem distribuicdo mais restrita em relacéo a
outras espécies do mesmo género que ocorrem no sul do Brasil. Esta espécie ocorre em
localidades com altitude maiores que 700 metros, no Sul e Sudeste, com apenas um
registro para o Nordeste do Brasil (Cardoso, 2005). A espécie pertence ao clado
silvaniforme, 0 mesmo de Heliconius ethilla Godart 1819, que ocorre no Sul, sudeste,
centro-oeste e nordeste do Brasil. A espécie Heliconius erato pode ser encontrada desde
o Sul até o Nordeste e do Centro-Oeste até a costa litoranea. Apesar de pertencer ao

clado das espécies que apresentam “cruzamento pupal”, H. erato phyllis (subespécie) é
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indistinguivel, em voo, de H. besckei. No entanto, devido a limitacdo de ocorréncia de

H. besckei, o par mimético é restrito as areas de simpatria (Figura 1).
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—
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Figura 1. Filogenia de Heliconius adaptada de Merril et al (2015) mostrando em

destaque as trés espécies utilizadas neste estudo.

Balanco oxidativo: espécies reativas e sistema antioxidante

O estresse oxidativo faz parte das alteracdes fisioldgicas em resposta ao estresse
ambiental causado por diferentes fatores, temperatura, competi¢cdo, predacao,
reproducdo, entre outros. Em organismos aerobios cerca de 90% do oxigénio celular é
consumido pelas mitocondrias para produzir energia como molécula de ATP. O
principal efeito colateral da producdo de ATP é a formacdo de espécies reativas.
Espécies reativas incluem uma variedade de moléculas, geradas a partir da atividade
metabolica (Mayntz & Toft, 2006; Barja, 2007). Estas espécies reativas podem induzir
modificagdes quimicas em outras moléculas como a geracdo de danos oxidativos, mas
também atuam como mensageiros em redes de transducdo de sinal. Constituem-se
principalmente de “espécies reativas de oxigénio” (ERO) e “espécies reativas de
carbonila” (ERC) (Pamplona & Costantini, 2011). Em sistemas bioldgicos, sabe-se que
a membrana celular constitui um dos focos de atuagdo de ERO, “espécies reativas de
nitrogénio” (ERN) e de outras espécies reativas. As ERO e as ERN desempenham

papeis fisiologicos importantes como o controle da pressao sanguinea, a sinalizacao
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celular, a apoptose e a fagocitose de agentes patogénicos, entre outros. Contudo, 0s
danos celulares resultam basicamente de ataques de ERO e ERN sobre as
macromoléculas, como os aglcares, DNA, proteinas e lipidios (Gille & Sigler, 1995;

Hogg & Kalyanaraman, 1999).

As ERO incluem todos os radicais do oxigénio, como o anion radical superdxido
(O,), radical hidroxila (HO"), radical alquila (L"), alcoxila (LO") e peroxila (LOO"). Nas
ERN estdo incluidos além do peroxinitrito (ONOO-), o éxido nitrico ((NO) e o radical
diéxido de nitrogénio ('NO;) (Hogg & Kalyanaraman, 1999). O anion peroxinitrito
(ONOOQ)), o acido hipocloroso (HOCI), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio
singlete (10;) e 0 0zénio (O3) ndo sdo radicais livres; contudo, também podem induzir
reacOes de radicais no organismo, sendo dessa forma também considerados como

espécies reativas (Benzie, 1996).

As ERO estdo naturalmente e constantemente sendo produzidas durante a
respiracdo mitocondrial em células aerdbicas. Grande parte do oxigénio é utilizada
como aceptor final de elétrons na respiragdo mitocondrial, o que resulta na formacgéo de
agua, entretanto, estima-se que 0,1-2,0% do oxigénio é convertido no radical
superdxido. O anion superoxido é assim o produto de uma reducdo de um elétron de
oxigénio e o precursor das demais ERO. A dismutacdo do anion superoxido, seja ela
espontanea ou por meio de reacdo catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD)
produz peréxido de hidrogénio (H.O,), que por sua vez, pode ser completamente
reduzido a agua, ou na presenca de ions de cobre ou de ferro pode ser reduzido a forma

altamente reativa de radicais hidroxila (HO).

Além da producdo enddgena, as ERO podem ser produzidas por fontes
exogenas. No caso de insetos herbivoros, a alimentacao é uma importante fonte exdgena
geradora de ERO (Korayem, Khodairy & El-sonbaty, 2012). Os processos nos quais as
ERO participam envolvem reacdes de reducdo-oxidacdo (ou redox), isto é, envolvem a

transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio de um reagente a outro.

Os diferentes componentes antioxidantes surgiram para lidar com o alto
potencial reativo das ERO. Esse sistema juntamente com estas moléculas altamente
reativas exercem importantes papéis em vias de sinalizacdo celular e estdo envolvidas
em um amplo campo de processos fisiologicos (Dickinson & Chang, 2011). A funcédo

do sistema antioxidante é manter os niveis basais e regular a localizacdo de ERO nas
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células. Entretanto, quando a producdo de ERO supera a capacidade de controle do
sistema antioxidante a sinalizacdo é perturbada e ocorre o estresse oxidativo (Jones,
2006; Sies, 2018) ocorrendo danos oxidativos a biomoléculas, incluindo lipidios,

proteinas e acidos nucléicos (Pamplona & Costantini, 2011).

Sendo assim, 0s mecanismos antioxidantes S&0 quaisquer mecanismos,
estruturas e/ou substancias que impedem, atrasam, removem ou protegem contra danos
a uma molécula alvo. A protecdo contra dano oxidativo é crucial para a funcionalidade
do organismo. Uma das principais consequéncias do dano oxidativo é a perda da funcéo
e integridade estrutural de biomoléculas modificadas. Este processo tem amplas
consequéncias funcionais, como a inducéo de disfuncdes celulares e danos em tecidos
(Pamplona & Costantini, 2011).

Em organismos aerdbicos, o sistema antioxidante € constituido por uma rede de
componentes, enzimatico e ndo-enzimatico (Hermes-Lima, 2004). Os insetos possuem
um conjunto de enzimas antioxidantes e de moléculas ndo enzimaticas antioxidantes
que podem formar uma resposta concatenada para um ataque produzido endogenamente
por oxidantes. As enzimas antioxidantes, tais como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa-transferase (GST) e glutationa redutase (GSR) tém sido bem
caracterizadas em insetos. Antioxidantes solliveis em agua e sollveis em lipidios, tais
como ascorbato, glutationa, tocoferol, e os carotendides, em contrapartida, ndo recebem
a mesma atencdo, enquanto também desempenham importantes papéis antioxidantes
(Felton & Summers, 1995).

As superoxido dismutases catalisam a dismutacdo do radical O,s. Em
eucariontes, as superdxido dismutases de cobre e zinco (CuZnSODs) sdo encontradas
no citosol, lisossomos, peroxissomos, nucleo e espaco intermembrana mitocondrial,
enguanto a superoxido dismutase de manganés (MnSOD) também denominada de SOD.

2, encontra-se no interior da mitocondria (Hermes-Lima, 2004).

A enzima superédxido dismutase desempenha um papel importante na conversédo
O, em H,0,, perdxido de hidrogénio. A atividade da SOD intracelular é concentrada
na mitocondria como MnSOD e no compartimento citosélico como Cu/ZnSOD. A
atividade da enzima SOD é regulada através de biossintese e estimulada pelo aumento
da tensdo de oxigénio ou compostos quimicos (Yu 1994 apud Korsloot et al, 2004).

Geralmente, o H,O, ndo é suficientemente reativo para oxidar muitas moléculas
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organicas em um ambiente aquoso. No entanto, € um oxidante biologicamente
importante devido a sua capacidade para gerar o radical muito reativo, hidroxila (OH-).
A importancia bioldgica de H,O, também resulta da sua capacidade de se difundir
através de membranas hidrofobicas com relativa facilidade. O perdxido de hidrogénio é
normalmente decomposto para H,O através de dois sistemas de enzimas: catalase
(CAT) e da glutationa peroxidase (GSH-Px).

As catalases promovem a decomposicdo direta do peréxido de hidrogénio e
oxigénio e as peroxidases removem o peroxido de hidrogénio enquanto oxidam outro
substrato. Tanto na reacdo das catalases quanto das peroxidases ocorre a formacao de
agua. A catalase é uma enzima importante na defesa antioxidante, predominantemente

presente nos peroxissomos da célula, e que contém ferro ativo (Korsloot et al, 2004).

A glutationa € um tripeptideo, y-L-Glutamil-L-cisteinilglicina e suas fungdes
incluem acdo direta sobre ERO, acdo de substrato de enzimas do sistema antioxidante e
age também como tampdo redox (Lushchak & Lushchak, 2012). A glutationa é
encontrada nas formas: reduzida (GSH), dissulfeto (GSSG) e dissulfeto misto ligado a
outros tiois celulares (GS-SR). As glutationas transferases (GST) formam um grupo de
enzimas que € responsavel pela biotransformacdo de xenobioticos e de produtos da
peroxidacdo lipidica, pois consegue conjugar estes com moléculas de glutationa
facilitando sua excrecdo (Mannervik et al., 2005). As GST tem funcdo também de
resisténcia a choques térmicos e a ligacdo e transporte de biomoléculas (Listowsky et
al., 1988).

Metabolismo bioquimico

Os insetos gastam energia constantemente, e se ndo estdo se alimentando devem
ter reservas acumuladas em periodos de abundancia de alimento. O glicogénio e 0s
triglicerideos sdo reservas de energia em células animais. O glicogénio pode ser
facilmente degradado sob demanda para ser usado como um combustivel glicolitico
(Arrese & Soulages, 2010). Ja os acidos graxos armazenados como trigliceridios podem
ser utilizados para a producdo de energia através da -oxidacdo (Athenstaedt & Daum,
2006).

As reservas de gordura séo as reservas mais importantes utilizadas pelos insetos

para a demanda da diapausa (Hahn & Denlinger, 2007), para fornecer energia para o
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embrido em desenvolvimento (Ziegler & Van Antwerpen, 2006), e como combustivel
para periodos prolongados de voo (Beenakkers, 1984 apud Soulages, 2010). O
armazenamento de &cidos graxos e glicose também € essencial em insetos para outras
funcBes. Os acidos graxos servem como precursores de eicosanoides e feromdnios e séo
necessarios em quantidades substanciais para a sintese de fosfolipidios e ceras (Lockey,
1988).

Da mesma forma, a glicose é utilizada para a sintese de quitina, que é o
componente principal da cuticula (Lockey, 1988) e para a sintese de alcoois de agucar,
que sdo necessarios para a adaptacdo ao frio (Storey, 1997) ou a seca (Watanabe et al.,
2002). O glicogénio pode ser quase esgotado apds a metamorfose, e 0 novo adulto
recupera as reservas de glicogénio quando a alimentagdo recomeca (Ziegler, 1991;
Lorenz & Anand, 2004). A quantidade de glicogénio é significativamente menor do que
a de gordura e oscila consideravelmente com base na atividade motora e de curta
duracdo ou em condi¢des ambientais adversas (Timmermann & Briegel, 1999; Anand &
Lorenz, 2008).

Como as reservas de lipidios permanecem estaveis durante o descanso da vida
larval, elas sdo utilizadas em pupas e adultos (Soulages, 2010). Os acidos graxos
armazenados nas goticulas lipidicas do corpo gorduroso sdo mobilizados incluindo o
fornecimento de energia aos muasculos de voo, sob a forma de digliceridios, trealose ou
prolina. Os lipidios também sdo mobilizados para a hemolinfa em resposta a desafios.
Um estudo das interaces mosquito-parasita (Plasmodium falciparum e Anopheles
gambiae) confirmaram que os mosquitos infectados apresentam transcri¢do de proteinas
lipoférmicas (Mendes et al., 2008). A natureza dos sinais que mobilizam os lipidios
durante as infec¢bGes e o destino dos lipidios mobilizados ainda ndo sdo totalmente

conhecidos (Soulages, 2010).

Os aminoécidos, constituintes das proteinas, derivados da dieta dos insetos tem
fungdes importantes que incluem a sintese de proteinas estruturais do tegumento, sintese
de horménios e enzimas que participam de reacdes metabdlicas, sendo que alguns
aminoacidos também participam da sintese de &cidos nucleicos. Os mesmos 20
aminoéacidos estdo envolvidos em construir as proteinas de todos os seres vivos, das
bactérias aos vertebrados. Os insetos empregam esses 20 aminoacidos na sintese de

proteinas, destes, nove ndo podem ser sintetizados pela intervencdo de outros
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aminoéacidos, sdo o0s essenciais que devem ser ingeridos como componentes da dieta. Os
outros 11 aminodcidos, sdo 0s ndo essenciais e podem ser derivados por conversdes
bioguimicas. O conceito de essencial e ndo essencial ndo esta inteiramente claro. Em
geral, insetos e vertebrados compartilham os mesmos nove aminoacidos essenciais
(Klowden, 2013).

Os aminoacidos que estdo presentes na hemolinfa tem grande contribuicao
osmatica, representando por vezes mais de 30% da sua atividade osmética total. Alguns
grupos de insetos utilizam o aminoacido prolina como substrato metabdlico para a
energia de voo, além de usar também gorduras e carboidratos. A tirosina, por exemplo,
€ necessaria para a esclerizacdo cuticular, e o glutamato esta envolvido no processo de
neurotransmissdo. Nos insetos, algumas das proteinas mais importantes sdo as proteinas
que sdo depositadas na nova cuticula formada e que participam da esclerizacdo
cuticular, estas proteinas sdo amplamente utilizadas por células epidérmicas (Klowden,
2013). As vitelogeninas, também sdo proteinas muito importantes, pois consistem em
fornecer requisitos para o ovo. Em contraste com os lipidios e carboidratos que podem
ser facilmente armazenados, os aminoécidos que sdo ingeridos em excesso ndo Ssdo
utilizados para as necessidades imediatas tornam-se geralmente combustivel metabdlico
ou sdo excretados. Contudo, em muitos insetos holometabolos existe uma necessidade
de armazenamento de proteinas. A proteina que é adquirida durante a fase de larva ou
lagarta é transportada para os estadios pupal e adulto, que requerem muita proteina e
custam a adquiri-la. Essa proteina é essencial para a metamorfose, reproducdo e

manutencdo geral corporal.

Embora relatado em poucos insetos, em alguns casos o lactato é o principal
produto final do glicogénio. O lactato, por exemplo, acumula-se no musculo da tibia
extensora de gafanhotos durante o salto (Harrison, 2015). O lactato também ja foi
relatado como produto final primario anaerébio dos Collembola durante evento de
afogamento (Zinkler; Russbeck, 1986 apud Harrison, 2015). Os musculos segmentais
intersegmentais de muitas larvas de coledpteros e lepidopteros apresentam lactato
desidrogenase, sugerindo que esses insetos podem utilizar a producdo de lactato
anaerdbio para a geracdo de ATP durante a atividade de ecdise.

O acido urico esta presente nas excretas dos insetos, 0 que gera interesse pelo

entendimento do mecanismo pelo qual o metabdlito nitrogenado encontra seu caminho
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no intestino. Acredita-se que os tabulos de Malpighi descarregam &cido Urico na parte
posterior do canal do sistema, mas sdo conhecidos alguns casos em que o &cido Urico
ndo foi demonstrado nos tabulos, embora tenha sido regitrado na excreta e no corpo de
gordura. O estudo de Srivastava; Gupta (1961) corroborou as informac6es anteriores de
que em baratas Periplaneta americana, ocorre a auséncia de &cido drico nos tabulos de
Malpighi e presenca de grandes quantidades no corpo de gordura. Wigglesworth (1932)
apud Srivastava; Gupta, (1961) relatou a auséncia de acido Urico nos tubulos de
Malpighi de Lepisma saccharina (Ordem: Thysanura), Forjicula auricularia

(Dermaptera) e Chrysopa perla ( Neuroptera ).

Segundo o autor, os tabulos de malpighi destes insetos contem apenas materia
fluida, e a maioria do acido Urico permanece armazenado nas células de urato do corpo
de gordura. Nas excretas de baratas é foi evidenciado a presenca de &cido Urico. Existem
poucos registros tentando explicar como o acido Urico é encontrado nas excretas e nao
estd nos tabulos de malpighi. A possibilidade que se aceita é a de que o acido drico ou
outros conjugados entrem diretamente através de alguma porcdo de alimento. Algumas
evidéncias estdo disponiveis na literatura de que o intestino médio pode ajudar na
eliminacdo do &cido Urico (Srivastava & Gupta, 1961). Presume-se que uma pequena
quantidade de &cido Urico, presentes no intestino médio de larvas de Bombyx mori
(Lepidoptera) nao sdo recolhidas a partir do fluido corporal e sim produzidas localmente
como metabolismo tecidual (Srivastava & Gupta, 1961). Vérias referéncias mais atuais
reforcam a ideia de que o acido Urico é sintetizado principalmente no corpo de gordura.
Durante o crescimento larval, o acido urico é liberado para a hemolinfa logo apés a
sintese e é subsequentemente excretado pelos tdbulos de malpighi. O acido drico
constitui também um importante fluido antioxidante. Um estudo em individuos de
Drosophila melanogaster impossibilitadas de sintetizar 4cido Urico teve
susceptibilidade aumentada frente ao estresse oxidativo, diferente dos organismos que

sintetizaram o composto (Souza et al., 1996).

Voo
Os insetos foram os primeiros animais no planeta a voar. As modificagdes que
levaram os insetos ao voo provavelmente ocorreram ha 350 milhGes de anos e acredita-

se ter acontecido apenas uma vez durante o curso da evolucdo dos insetos, ja que todos
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0s insetos pterigotos parecem descender de um ancestral comum. Esta adaptacéo foi tdo
bem sucedida que cerca de 98% das espécies de insetos atuais sdo, ou ja foram, capazes
de voar. Conseguir estabelecer o voo foi provavelmente a etapa evolutiva mais
importante em toda a historia dos insetos, adquirindo vantagens significativas em
encontrar alimento, localizar companheiros, colonizar novos habitats e escapar da
predacdo(Klowden, 2013).

O desenvolvimento de voo foi acompanhado de uma maior capacidade de
processamento de informacdes atraves do sistema nervoso central de insetos. As asas
completamente funcionais sdo encontradas apenas em insetos adultos. As asas
membranosas sdo reforcadas com veias transversais longitudinais rigidas e que podem
conter nervuras, alimentadas pela hemolinfa que flui através delas. O padréo de veias
presentes em um determinado inseto reflete a sua ascendéncia evolutiva, as relacdes

entre 0s outros grupos de insetos, e pode ser usado para classifica-los (Klowden, 2013).

Os musculos de voo séo geralmente os mais desenvolvidos musculos do corpo
de um inseto e ocupam a maior parte do espaco no térax. A massa total do muasculo do
voo deve ser maior que 12% da massa corporal, a fim de suportar o peso do inseto
durante o voo. Os musculos de voo de muitos insetos sofrem uma maturacdo durante o
estagio adulto. Existem trés categorias gerais de musculos que permitem 0s insetos

voarem: direto, indireto e acessoérios (Klowden, 2013).

A condicdo primitiva é ter dois pares de asas que sdo minimamente coordenados
e bater de forma independente, apesar de sua estreita associacdo em segmentos toracicos
préximos certamente influenciar os seus movimentos. Em Lepidoptera, as duas asas sao
mecanicamente acopladas por lébulos ou espinhos na base da asa. Em alguns
lepidopteros, um Iébulo jugal na base da asa anterior coincide com a asa posterior,
levando-os a bater juntos. Em outras espécies de Lepidoptera, um frénulo na base da asa
posterior pode exercer a fungdo de um prendedor na asa (Klowden, 2013). Estudos
sobre a capacidade de voo podem sédo realizados em relacdo ao sexo, idade e habitat
(Hughes & Dorn, 2002) do inseto adulto. Estudos como este permitem a avaliacdo da

homogeneidade ou heterogeneidade da capacidade do voo dentro de uma populacéo.

O voo exige uma grande quantidade de energia e 0os musculos de voo de insetos
operam completamente aerobicamente. Apenas cerca de 10-20% do produto quimico da

energia utilizada para o voo é traduzida em energia mecanica, sendo o restante dissipada
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como calor. Em alguns insetos este calor pode ser utilizado para a termorregulacédo, que
Ihes permite voar mesmo quando as temperaturas dos ambientes sdo muito baixas para a

atividade muscular ideal (Nation, 2008).

O nivel de ATP na musculatura do voo é suficiente para apenas cerca de 1
segundo de voo; uma reserva de fosfato de arginina, suficiente para um adicional de 2 a
4 segundo de voo pode ser rapidamente utilizado para sintetizar ATP (Nation, 2008).
Este sistema é semelhante ao dos musculos de vertebrados, em que o fosfato de creatina
pode ser usado como um reservatorio para grupos fosforil de alta energia. O musculo
também pode armazenar pequenas quantidades de outros combustiveis, incluindo
prolina, glicogénio e triglicerideos que sdo utilizados durante o voo, sendo esses

recursos igualmente limitados (Nation, 2008).

O combustivel para voos mais longos sdo gorduras armazenados no corpo e
transportados para os musculos através da hemolinfa. Glicélise no musculo do voo do
inseto ocorre muito parecida como em outros animais, com algumas adi¢Ges. Em geral,
0s insetos que se envolvem em voos de longo alcance oxidam lipidios, enquanto que
aqueles que usam carboidratos voam somente por periodos curtos. Em insetos com
frequéncias de voo assincrono, os musculos tendem a utilizar os hidratos de carbono,
enguanto que aqueles com voo sincrono, 0s musculos sdo mais propensos a utilizar
lipidios. Lipidio € a forma mais concentrada de armazenamento de energia (Klowden,
2013).

Lepidoptera é um grupo que inclui animais que diferem muito em tamanho e na
frequéncia do bater de asas. Estudos indicam a existéncia de variagdes interessantes nos
padrdes de atividade do musculo em diferentes espécies deste grupo (Kammer, 1967). O
primeiro estudo da atividade muscular durante o voo em Lepidoptera foi realizado por
Roeder (1951). Ele mostrou que, no género de mariposa Agrotis ha sincronia entre
potencialidades musculares e movimentos laterais e que as contragfes dos musculos sao
iniciadas pelo impulso motor e atividade alternada de mdsculos antagonistas,
cronometrado pelo sistema nervoso. Este tipo de sistema de voo é chamado de
neurogénico ou sincrono, em contraste para o sistema de voo miogénico ou assincrono
de moscas e vespas. No Ultimo caso, os movimentos da asa ocorrem com uma
frequéncia maior do que as potencialidades musculares. Em Lepidoptera 0 mesotorax é
maior do que o metatorax e € especialmente marcante a diferenca entre os musculos
longitudinais dorsais dos dois segmentos (Kammer, 1967).
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Avaliacdes da atividade muscular das diferentes espécies predizem adaptacdes
evolutivas e contribuem para a categorizacdo das espécies quando a utilizacdo dos
recursos, estado do ambiente natural, mudangas de temperatura e até mesmo

classificacao.

Na presente Tese avaliamos o balago oxidativo e bioquimico dos musculos do
voo Heliconius erato phyllis, Heliconius besckei e Heliconius ethilla narcaea. Estes
parametros fisioldgicos aliados a analise ultraestrutural das células musculares e da
morfometria geométrica das asas das espécies citadas nos possibilitou a compreensao
sobre as caracteristicas fisiologicas das espécies envolvidas no par mimético no sul do
Brasil. Nossa hipdtese foi de que haveria semelhanca entre os parametros fisiologicos e
morfoldgicos (forma da asa) entre as espécies miméticas e divergente entre as espécies

do mesmo clado (H. besckei e H. e. narcaea).

Canibalismo

Sendo as borboletas insetos herbivoros, quando comparadas a outros insetos,
requerem uma dieta com uma alta proporcdo de proteina, devido ao seu crescimento
rapido e a ndo-regulacdo da temperatura corporal. A fim de obter proteinas suficientes,
o0s insetos herbivoros ingerem uma grande quantidade de alimentos e estes alimentos
ingeridos passam pelo trato digestério muito rapidamente (Bernays, 1998). No entanto,
alguns insetos herbivoros complementam suas dietas com itens ndo vegetais, tais como
aqueles que proporcionam a proteina extra: ovos (Barros-Bellanda & Zucoloto, 2001)

exUvia e outros animais, incluindo os da sua propria espécie (Bernays, 1998).

Apesar de ndo existir uma definicdo estrita de canibalismo, em geral refere-se a
morte e ao consumo de parte ou de todo o individuo que é da mesma espécie (Elgar; &
Crespi, 1992). Vérios estudos ja relataram o efeito da proteina de insetos sobre as
variacdes no desenvolvimento e reproducdo (Cresoni-Pereira & Zucoloto, 2001). O
canibalismo apresenta vantagens como a obtencdo de recurso alimentar, eliminacdo de
um competidor em potencial e/ou predador coespecifico em potencial (Fox 1975 apud
Richardson et al.2010). Os efeitos do canibalismo em uma populacdo podem ser
semelhantes aos de predacdo interespecifica, e tem o potencial de ser um regulador
dependente da densidade do tamanho da populagdo em muitas espécies, (Joyner, Gould

& Carolina, 1985). Relacionado a taxa de canibalismo estdo a quantidade e a qualidade
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dos alimentos como fatores ambientais, sendo que varios estudos ja reportaram que 0
canibalismo aumenta a medida que a abundéncia ou a qualidade nutricional do alimento
diminui (Fox, 1975; Polis, 1981)

Os beneficios nutricionais do canibalismo sdo de dois tipos: acesso a uma fonte de
energia que ndo é a mesma disponivel a individuos ndo canibais e composicdo diferente
de nutrientes que os conspecificos podem ter em relacdo aos nutrientes das presas
alternativas para a espécie. Sendo assim o canibalismo fornece nutrientes em diferentes
proporcOes que tornam as dietas heteroespecificas. Para animais que comem plantas,
ocasionalmente a predacdo fornece uma refeicdo com maior relagdo nitrogénio e
carbono do que a dieta normal a base de plantas. O comportamento canibalistico de
alguns animais também pode provir de uma necessidade especifica de proteina e ndo de
fome (Ambrosen & Petersen, 1997).

Em lepidopteros, o aparelho bucal dos adultos é inadequado para a predacdo, de
modo que o canibalismo € limitado a larvas sendo que mais velhas geralmente matam e
consomem as mais jovens, (Richardson et al., 2010). Também em borboletas € comum
que 0s recém-nascidos consumam seus préprios corions apds a eclosdo para aproveitar a
proteina, e este € apenas um pequeno impulso para o consumo de ovos ndo eclodidos
(Barros-Bellanda & Zucoloto, 2001). O canibalismo do ovo € geralmente frequente
qguando os beneficios nutricionais o direcionam (Richardson et al., 2010). Os ovos
geralmente ndo tem defesas, sdo ricos em proteinas e lipidios e tem facil digestibilidade.
O corion consiste em uma proteina chamada de corionina. Experiéncias com
lepidopteros mostraram que as lagartas jovens possuem grandes quantidades de
proteinas e carboidratos (Barros-Bellanda & Zucoloto, 2001). Os tecidos animais
geralmente contém niveis mais altos de nutrientes do que as plantas e melhor equilibrio
de nutrientes. As lagartas recém eclodidas sdo frageis e tem dificuldade de ingerir a
folha quando néo € fina e macia (Barros-Bellanda & Zucoloto, 2001) dessa forma torna
viavel como alternativa a ingestdo do ovo, evitando o desgaste e ingerindo além de
proteinas, uma grande quantidade de nitrogénio. Embora alguns ovos possuam defensas
quimicas contra a predacdo, estas sdo tipicamente ineficazes contra congéneres. O
canibalismo serve para regular a densidade populacional em muitas espécies de
lepidopteros o que pode beneficiar as larvas sobreviventes, conservando a qualidade das
plantas hospedeiras ou reduzindo o numero de inimigos naturais que sao atraidos pelos

volateis dessas plantas hospedeiras (Richardson et al., 2010).
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Muitos autores comentam que as lagartas do primeiro instar de Heliconius erato
podem comportar-se de forma canibalistica em relacdo aos ovos(Brown & Mielke,
1972). O fim da temporada de voo das borboletas dessa espécie no Sul do Brasil, de
maio a junho, é o periodo em que as plantas estdo significativamente danificadas seja
pelo comportamento das lagartas, seja pela mudanca de temperatura; Nesse periodo as
fémeas podem facilitar o canibalismo, quando ovopositam muito proximo um ovo do
outro (De Nardin & Mellender, 2011; De Nardin, Missaggia & Aradjo, 2015). Isto
ocorre principalmente em ambientes com numero limitado de plantas, ou no fim do
outono, quando ha escassez de plantas; Em tais circunstancias, o canibalismo pode
ocorrer. O comportamento da ovoposicdo em H. erato phyllis é a inspecdo cuidadosa da
planta, 0 que sugere que esse mecanismo é uma forma de evitar a ovoposicéo onde esta
presente outro ovo (Benson, Brown & Gilbert, 1975; Brown, 1981). As larvas de
primeiro instar sdo bastante agressivas, o que provavelmente ocorre por conta de sua
vulnerabilidade frente ao ambiente. Alguns autores argumentam que as diferencas
positivas na aptiddo dos individuos que foram canibais na fase larval é resultado da
ingestdo de proteina contida nos ovos, que sendo diferente da contida em outra dieta
alternativa, seriam mais facilmente assimiladas. (Bayoumy & Michaud, 2015; De
Nardin et al., 2015).

Estresse ambiental: Temperatura

No ambiente, qualquer organismo é confrontado com o estresse, causado por
condi¢des ambientes flutuantes ou mudancas e disturbios causados pelo homem e pela
poluicdo. Esse estresse pode ser prejudicial a vida, exibindo efeitos adversos em
diferentes niveis de organizacdo, como populagdes, organismos individuais, tecidos e
células. Os efeitos podem ser detectados em tragos da histéria de vida de um organismo,
como por exemplo, o desenvolvimento, crescimento, envelhecimento, longevidade,

sobrevivéncia e reproducao.

O estresse surge quando algum fator ambiental causa mudangas que leva um
organismo a se distanciar do seu nicho. Do lado de fora do seu nicho, o organismo néo
pode crescer e se reproduzir, mas pode sobreviver, embora muitas vezes
temporariamente. Existem opc¢Oes para aliviar o estresse, a primeira € voltar ao nicho
usando mecanismos comportamentais ou suprimindo o estressor e a segunda é alterar os
limites do nicho por adaptacdo genética (Korsloot, et al 2004).
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Uma espécie com ampla amplitude pode consistir de varias populacdes locais,
cada uma com uma amplitude . Consequentemente, 0 que é estresse para uma populacéo
pode ser normal para outra populacdo da mesma espécie. Além disso, mesmo a mesma
populacéo pode abrigar gendtipos que tém diferentes formas de lidar com o estresse. Em
uma populacéo polimérfica a selecdo natural pode favorecer uma forma particular com
0 estresse sobre as outras e, assim, alterar a composigdo genética da populagdo. Em
ultima analise, a resposta de uma populagdo ao estresse pode ser designada adaptagdo
genética. O estudo de tais adaptacdes é muito importante na ecologia evolutiva e na
fisiologia (Feder & Walser, 2005). As consequéncias secundarias da adaptacdo muitas
vezes podem ser consideradas trade-offs, pois representam custos metabdlicos a fim de

lidar permanentemente com o estresse.

O estresse ambiental pode ter um impacto sobre os processos evolutivos e
ecoldgicos que afetam e modulam a estrutura genética e a evolucdo das populaces,
conforme indicado pelos dados obtidos nas decadas de 1940 e 1950 com Drosophila
pelos pesquisadores Timofeeff-Ressovsky e Dobzhansky. As investigacGes deles
levaram a um aumento do interesse em estudar o papel do estresse ambiental em relacao

a selecdo natural para resisténcia ao estresse e adaptacao.

Em um sentido geral, a adaptacdo pode ser definida como o processo de
mudancga em um organismo para que este se conforme melhor com as novas condi¢oes
ambientais. O organismo adquire caracteristicas envolvendo alteracdes na morfologia,
fisiologia ou comportamento e melhora na sua sobrevivéncia e/ou sucesso reprodutivo
em determinado ambiente. Tais mudancas podem ocorrer fenotipicamente, dentro de um
gendtipo definido, e entdo a adaptacdo fenotipica € o resultado do que se chama
plasticidade. Dessa forma existe entdo a capacidade de um fendtipo modificar de acordo
com as condi¢des ambientais prevalecentes e sofrer alteragdes morfoldgicas e de outras

formas.

A temperatura como um estressor ambiental ir4 fazer com que os organismos
exibam seus efeitos adversos em diferentes niveis de organizagcdo, tais como
populagcbes, organismos, tecidos e células. No nivel individual, esses efeitos sdo
evidenciados nos tracos de historia de vida, como o desenvolvimento, crescimento,
envelhecimento, longevidade, sobrevivéncia e reproducdo. No entanto, qualquer que
seja 0 nivel de exposi¢cdo dos danos ou a caracteristica afetada, o ataque basico e as
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alteracdes fisiologicas subsequentes ocorrem nas celulas dos organismos (Korsloot et
al., 2004).
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OBJETIVO GERAL

Avaliar os pardmetros ecofisioldgicos associadas a evolugcdo do mimetismo
apresentadas por duas das trés espécies do género Heliconius (H.besckei, H. erato

phyllis e H. ethilla narcaea).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar o metabolismo energético, o estresse oxidativo e a ultraestrutura histoldgica
dos musculos de voo das espécies H. erato phyllis, H. besckei e H. ethilla narcaea.

Capitulo 1

B) Avaliar a convergéncia na forma e tamanho da asa das trés espécies mencionadas no

item anterior. Capitulo 2

C) Avaliar o metabolismo energético e o balan¢o oxidativo durante o desenvolvimento

de individuos de H. erato phyllis canibais e ndo canibais. Capitulo 3

D) Avaliar as diferengas no metabolismo energético e balanco oxidativo em lagartas de

Heliconius ethilla narcaea criadas em diferentes temperaturas. Capitulo 4
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RESUMO GRAFICO

A

Heliconius erato phyllis Heliconius besckei \ Heliconius ethilla narcaea

Clado pupal mating Clado silvaniforme

Balango oxidativo
e

energético
= Ultraestrutura muscular
H. e phyllise H besckeipesam  CAT e lactato (torax) maior Area mitocondrial
menos que H. e. narcaea em H. erato phyllis maior em H. besckei
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RESUMO

O mimetismo entre espécies de Heliconius pode ser refor¢ado por outras caracteristicas
além da coloracdo de asas. Essas caracteristicas podem estar relacionadas a
funcionalidade do voo contribuindo para que o predador reconheca a espécie
impalatavel antes mesmo de ver a coloracao das asas. A funcionalidade e o tipo de voo
sdo estabelecidos através de inumeros parametros fisioldgicos. Neste trabalho nés
avaliamos os marcadores bioquimicos do metabolismo energético e do balanco
oxidativo em torax e abddmen de trés espécies de Heliconius do sul do Brasil (H. erato
phyllis, H. besckei e H. ethilla narcaea). Analisamos também ultraestrutura muscular do
torax destas espécies. Nosso objetivo era investigar se estes pardmetros fisioldgicos
relacionados ao voo sdo semelhantes entre o par mimético formado pela espécie do
clado de acasalamento pupal e pela espécie do clado silvaniforme. Os resultados obtidos
nos mostram convergéncia entre as massas corporais de térax e abddémen entre as
miméticas, diferindo assim de H. e. narcaea do clado silvaniforme. Além disso 0s
marcadores do balanco oxidativo (TBARS, SOD e GST) e do metabolismo
intermediario (proteinas totais, lipidios totais, triglicerideos, colesterol e glicogénio)
também mantiveram a mesma a semelhanca entre o par mimético. Contudo, devido as
restricbes a ambientes de altitudes maiores que 700m, algumas exigéncias fisioldgicas
de H. besckei parecem mais dispendiosas fazendo com que algumas caracteristicas a
diferencie das outras espécies. Parametros estes de area mitocondrial, atividade da
catalase e os niveis de &cido Urico e lactato

Palavras-chave: mimetismo, mitoc6ndrias, H. besckei, balanco oxidativo e energético
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1.1 INTRODUCAO

O voo é importante para a aptiddo da maioria dos insetos devido a sua funcdo na
dispersdo, forrageamento e reproducdo (Gibbs & Dyck, 2016). No entanto, apesar de
sabermos que a capacidade de voo esta relacionada com a manutencéo das atividades
diarias basicas, 0s mecanismos fisioldégicos correspondentes ndo sdo bem
compreendidos na maioria dos insetos (Rauhaméki et al., 2014).

A atividade de voo exige uma grande quantidade de energia e 0s muasculos de
voo dos insetos operam aerobicamente. O nivel de ATP na musculatura do voo da
maioria destes organismos € suficiente para apenas um segundo de voo, no entanto, as
reservas de fosfato de arginina sdo acionadas rapidamente para a sintese de mais ATP, o
que adiciona de 2 a 4 segundos (Nation, 2008). Os musculos também armazenam
pequenas quantidades de outros combustiveis, incluindo prolina, glicogénio e
triglicerideos. Estes também sdo utilizados, apesar de apresentarem recursos limitados.

O combustivel para voos mais longos sdo os lipidios armazenadas no corpo e
transportadas para 0os musculos através da hemolinfa. Em geral, os insetos que voam
longas distancias oxidam lipidios, enquanto que aqueles que usam carboidratos voam
por periodos curtos. A frequéncia de voo sincrono, caracteristico das borboletas, faz
com que os musculos destas sejam mais propensos a utilizar lipidios (Klowden, 2013).

Lepidoptera € um grupo que inclui espécies que diferem muito no tamanho e na
frequéncia do bater de asas, assim como também apresentam variacdes nos padrdes de
atividade dos musculos (Kammer, 1967). O voo dos lepidopteros é descrito como uma
forma energeticamente cara de locomocdo (Zera & Denno, 1997). As taxas metabdlicas
desses organismos em voo podem ser 170 vezes maiores do que se o animal estivesse
em repouso. Para reabastecer seus musculos de voo, os lepiddpteros que se alimentam

de nectar (4gua e carboidratos, principalmente) o metabolizam logo apds a ingestao para
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utilizar os carboidratos e lipidios nas suas atividades. Dessa forma, recorrem as suas
reservas de gordura somente quando estdo famintos e a procura de alimento (Klowden,
2013; Levin et al., 2017).

A atividade intensa do voo aerdbico nesses musculos produz espécies reativas de
oxigénio (EROs). Essa producdo ocorre nas mitocéndrias durante a sintese de ATP e
pode, em excesso, causar danos oxidativos nos midcitos em contracdo (Powers &
Jackson, 2008). O sistema antioxidante é composto por componentes enzimaticos e nao
enzimaticos que atenuam os danos oxidativos. As enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) (enzima de detoxificacéo)
auxiliam na metabolizacdo dos compostos radicais que o organismo elabora quando em
alta atividade metabdlica. O sistema antioxidante ndo enzimético é representado por
moléculas de baixo massa-molecular de origem exdgena, como as Vitaminas (a-
tocoferol, B-caroteno, &cido ascorbico, entre outras), e endégenas como a glutationa
(GSH), a melatonina, o &cido drico, entre outras (Pamplona & Costantini, 2011).

Em vérias espécies de insetos o desempenho do voo é fortemente relacionado
com os indicadores de capacidade dos musculos do voo, como a respiracdo, tamanho e
concentragdo mitocondrial (Rauhamaki et al., 2014). A maioria dos estudos sobre voo
em Lepidoptera se refere & velocidade e a dindmica (Altizer & Davis, 2009; Dudley &
Srygley, 1994; Srygley & Ellington, 1999), enquanto poucos séo 0s que se dedicaram a
investigar 0 metabolismo do voo (Levin et al., 2017; Mattila, 2015; Rauhamaki et al.,
2014). J& quanto ao género de borboletas Heliconius ndo existe nenhum dado publicado
acerca da fisiologia do voo.

Neste trabalho nos investigamos trés espécies de borboletas do género
Heliconius que ocorrem no sul do Brasil. Nosso interesse com é de aprofundar os

conhecimentos sobre 0 mimetismo que ocorre em duas destas espécies. A espécie
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Heliconius erato phyllis, que pertencente ao clado pupal mating e Heliconius besckei
pertencente ao clado silvaniforme formam um par mimético na regido sul do Brasil.
Elas podem ser simpétricas em determinada localidades com Heliconius ethilla
narcaea, que apesar de pertencer ao mesmo clado que H. besckei apresenta padrdo de
coloragéo da asa distinto.

Nossa hipotese é de que o mimetismo estabelecido pela coloracdo das asas se
estende também para outros niveis do organismo, como a estrutura das células
musculares (mitocdndrias e miofibrilas) e nos niveis dos marcadores de metabolismo
energético e de balango oxidativo. Estes indicadores bioquimicos sdo importantes para
avaliar a capacidade aerdbica de espécies que ainda ndo se conhece bem a capacidade

de disperséo na natureza, como Heliconius besckei, por exemplo.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Borboletas
Os individuos foram coletados nos anos de 2016 e 2017 na primavera e verao

em S&o Francisco de Paula, Estado do Rio Grande do Sul e transportados vivos,
mantendo-se o ambiente refrigerado para minimizar o estresse, até o laboratdrio de
Genética Ecoldgica, onde foram crioeutanasiados e pesados. Foram retiradas as cabecas,
as asas e separados 0s tdrax e abdomens de machos e fémeas. As analises dos
parametros metabdlicos e do balanco oxidativo foram realizadas utilizando pools de

dois ou trés térax ou abdomens de machos e de fémeas.
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1.2.2 Analise ultraestrutural dos musculos do voo por microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM)
Para a aplicacdo da metodologia de microscopia eletrénica de transmissédo foi

feita a disseccéo dos torax em placa de Petri contendo solucédo fixadora de Karnovisky.
Foram retirados os feixes musculares correspondentes aos masculos do voo. Os tdrax
usados para a dissec¢do nao foram utilizados em outras analises. Foram utilizados trés
individuos de H. besckei, seis de H. erato phyllis e quatro de H. ethilla narcaea para a
separacdo dos torax e retirada dos feixes musculares. Os feixes musculares foram
armazenados em Eppendorfs em solucdo fixadora. Foram realizadas as lavagens com
tampdo fosfato 0,1M (pH 7,2) e a pos-fixacdo com tetroxido de 6smio 2% e tampéo
fosfato 0,2M. A desidratacdo foi realizada com acetona antes da pré-embebicdo e
embebicdo em resina. A inclusao foi feita com moldes de silicone com resina pura, em
estufa com temperatura constante de 60°C por 72 horas. Sec¢bes ultrafinas (70 nm)
foram coradas com 2% de acetato de uranila seguido de citrato de chumbo (Martins et
al., 2015). A analise ultraestrutural foi realizada utilizando o software Image Pro Plus
(versdo 6.1, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). As anélises foram realizadas por
um especialista cegado em anéalise de imagens, morfometria, estereologia planar e em
relacdo ao grupo de origem das imagens. As avaliacdes morfoldgicas utilizando as

imagens de TEM seguem conforme descrito a seguir.

1.2.3 Densidade mitocondrial e de miofibrilas

Para estimar as densidades de mitocondrias e de miofibrilas foi realizada uma
analise quantitativa similar & cAmara de Neubauer, onde quadrados medindo 33,5um?,
denominados areas de interesse (AOIs), foram sobrepostos aleatoriamente em imagens

de 2600x, e mitocondrias e miofibrilas localizadas dentro de cada quadrado ou
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intersectados pelas bordas superior e/ou esquerda dos quadrados foram contadas. As
mitocondrias e miofibrilas interceptadas pelas bordas inferior e/ou direita dos quadrados
ndo foram contadas (De Senna et al., 2017; Lima et al., 2018). Em média, trés AQOIls

foram analisadas em cada imagem e 15 imagens foram analisadas por individuo.

1.2.4 Area mitocondrial

A area total coberta por mitocondrias e area individual mitocondrial foram
calculadas utilizando-se uma ferramenta estereoldgica, 0 método de contagem de pontos
(Lima et al., 2018; Rucatti et al., 2015). Uma grade de cruzamentos com intervalos
equidistantes (grid mask) com valor de &rea ponto de 4pm? foi colocada sobre imagens.
Quando o quadrante superior direito da cruz atingiu imagens de mitocondrias, estas
eram contadas. A area individual das mitocondrias foi obtida através do delineamento
da mitocondria com o auxilio do software Image Pro Plus. Foram utilizadas em média
15 imagens para cada analise por individuo, sendo que para a estimativa da area

mitocondrial foram circuladas trés mitocondrias em cada imagem.

1.2.5 Analise da escala de cinza mitocondrial

A densidade de elétrons das mitocondrias foi medida usando analise de escala de
cinza (Xavier et al., 2005). As mesmas imagens que utilizamos para a estimativa da area
mitocondrial foram utilizadas para esta analise (0-255 tons de cinza). O software de
analise de imagem determina a intensidade de tons de cinza das AOIs com base nos
pixels das imagens digitalizadas. Sendo assim, zero é igual a preto absoluto e 255 é
igual a branco absoluto. Um aumento na escala de cinza indica menor densidade de

elétrons que se relaciona com a perda de cristas mitocondriais.
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1.2.6 Forma mitocondrial Z

O coeficiente de forma ou Shape Z foi utilizado para determinar a forma das
mitocondrias (Garcia-Fifiana et al., 2003; Lima et al., 2018). Esta medida € obtida
utilizando a equacio: Shape Z =P / VA, onde Shape Z é o coeficiente da forma, P que é
0 perimetro da mitocondria, sendo este dividido pela raiz quadrada da area da
mitocondira. As mesmas imagens que foram usadas para estimar a area mitocondrial
foram utilizadas para o calculo do Shape Z. Valores de Shape Z baixos indicam uma
mitocondria mais arredondada, enquanto os valores mais altos indicam mitocondrias

mais alongadas.

1.2.7 Analises do balanco oxidativo

O balanco oxidativo foi obtido através das determinacdes de TBARS, enzimas,
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST) da
mesma forma que ocorreu para o metabolismo energético, com pools separados de torax
e adbomens de machos e fémeas. Estes foram organizados em pools, trés pools de torax
de H. besckei, cinco para H. erato phyllis e seis para H.ethilla narcaea com total de 28
torax coletados. Para os abddmens utilizamos trés pools de H. besckei, cinco de H. erato
phyllis e seis de Heliconius ethilla narcaea com total de 26 abdomen utilizados nas
andlises. Para abdémens foram 4 pools de H. erato phyllis, seis de H. ethilla narcaea e
trés de H. besckei. O acido tiobarbitarico (TBARS) foi utilizado para a determinacéo da
lipoperoxidacdo (LPO), sendo esta técnica utilizada para medir o nivel de dano aos
lipidios da membrana, ja que o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido (MDA) e outros aldeidos. A determinacdo segue
modificagdes baseadas na descricdo feita por Lima & Abdalla, (2001). A concentracao
de TBARS estd expressa em pmoles.mg de proteinas™. A atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) foi determinada segundo descrito por Boveris et al.,

(1983), expressa em unidade de mg por proteina por minuto. A unidade corresponde a
50



quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagao do detector utilizado,
neste caso a epinefrina. A atividade da enzima catalase foi medida atraves da avaliacdo
do consumo de perdxido de hidrogénio (Boveris & Chance, 1973). Sendo assim, a
decomposicdo do perdxido de hidrogénio € proporcional a atividade da catalase. Os
resultados estdo expressos em pmoles.minuto™.mg de proteinas™®. A atividade da
glutationa S-transferase foi medida de acordo com método descrito por Boyland &

Chasseaud, (1969) e expressa em pmoles. minuto™ mg de proteinas™.

1.2.8 Analises do metabolismo energético

As analises dos biomarcadores de metabolismo energético envolveram a
avaliacdo dos niveis de acido urico, proteinas, lactato e glicogénio para pools de torax e
abdmens, separadamente de machos e fémeas, estes mesmos procedimentos da mesma
forma que ocorreu para triglicerideos, lipidios e colesterol. Utilizamos para as analises
de Proteinas totais, acido urico, glicogénio e lactato, o niUmero de quatro pools de torax
de H. besckei, sete de H. erato phyllis e sete de H. ethilla narcaea. Sendo cada pool
composto de dois torax, totalizando 36 individuos. A mesma analise foi realizada em
abdémens organizados em quatro pools de H. besckei, seis de H. erato phyllis e seis de
H. ethilla narcaea, totalizando 32 abddmens utilizados nesta analise. Para as anélises de
lipidios, triglicerideos e colesterol utilizamos cinco pools de térax de H. erato phyllis,
seis de H. ethilla narcaea e trés de H. besckei, totalizando 28 torax. Utilizamos 32
adbdmens divididos em sete pool de H. erato phyllis, seis para H. ethilla narcaea e trés

de H. besckei.

A extracdo do glicogénio seguiu 0 método de (Handel, 1965) e quantificagcdo
como glicolise apds hidrolise acida (HCI) e neutralizacdo (Na,CO3) utilizando-se o kit

de glicose da Biotécnica para 0 método da oxidacdo da glicose através da enzima
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glicose oxidase. As proteinas foram quantificadas através do kit de proteinas da
Biotécnica. Segundo o método do kit, a proteina reage com ions de cobre em meio
alcalino, originando um complexo de cor violaceo cuja absorbancia € proporcional a
concentracdo da amostra. O &cido urico foi determinado atraves do kit da Biotécnica
(Acido Urico Biotécnica). O Acido Grico da amostra sofre a acdo da uricase, na
presenca de oxigénio, produzindo alantoina e peroxido de hidrogénio, este, em presenca
de um reagente fendlico (DHBS) e de 4-aminoantipirina, sofre a acdo da peroxidase
produzindo um composto rosa. O lactado também foi determinado de acordo com o Kit
da Biotécnica. O lactato da amostra sofre a acdo da enzima lactato oxidase, na presenca
de oxigénio, produzindo piruvato e peréxido de hidrogénio. Este, em presenca de um
reagente fendlico (TOOS) e de 4-aminoantipirina, sofre a agdo da peroxidase
produzindo um cromoégeno violaceo. Os lipidios, triglicerideos e colesterol teciduais
foram extraidos pelo método do cloroférmio e metanol na propor¢do 2:1, segundo o

método de Folch et al.,(1957).

A dosagem de lipidios totais se deu conforme o método descrito por Frings &
Dunn, (1970) e a do colesterol total conforme o kit da Biotécnica (Colesterol Total
Biotécnica). Os ésteres de colesterol existentes na amostra sdo hidrolisados pela enzima
colesterol esterase produzindo o colesterol livre que € catalisado pela colesterol oxidase
produzindo o perdxido de hidrogénio. Os triglicerideos tiveram dosagem determinada
através do kit da Biotécnica (Triglicérides Biotécnica). A enzima lipase lipoproteica
hidrolisa os trigliceridios existentes na amostra, produzindo glicerol livre. A enzima
glicerolquinase catalisa a fosforilacdo do glicerol livre pelo ATP formando glicerol-3-
fosfato que em presenca do oxigénio sob acdo catalitica da enzima Glicerol-P-oxidase,

produz peroxido de hidrogénio. A enzima peroxidase catalisa a oxidacdo do regente 4-
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clorofenol pelo peroxido de hidrogénio formado em presenca de 4-aminoantipirina,

produzindo um composto rosa. Todos os resultados foram expressos em mg/g.

1.2.9 Anélises estatisticas
A analise estatistica da ultraestrutura da musculatura do voo foi realizada através

de Anova univariada, com teste complementar de Bonferroni ap6s testarmos as
diferencas entre sexos através de Teste t ou Mann-Whitney. Somente para a area
mitocondrial os dados ndo mostraram distribuicdo normal; dessa forma utilizamos

Kruskall Wallis com teste complementar de Dunn.

Para os biomarcadores do balanco oxidativo e do metabolismo intermediario
foram realizadas primeiramente os testes entre torax e abdomens de cada sexo sobre a
mesma espécie atraveés de Teste t ou Mann-Whitney conforme o valor do teste de
normalidade de Shapiro Wilk conforme normalidade indicou segundo Shapiro Wilk.
Dado que nossos resultados ndo mostraram diferenca significativa entre 0s sexos, estes
foram agrupados para a realizacdo dos testes entre as trés espécies. Conforme
normalidade dos dados de balanco oxidativo, realizamos MANOVA para os fatores
fixos de espécie e de tecido (térax e abdomen) e variaveis dependentes TBARS, SOD,
CAT e GST com teste complementar de Bonferroni. Para os dados ndo normais dos
biomarcadores de metabolismo intermedario utilizamos Kruskall Wallis, com teste
complementar de Dunn. Os testes estatisticos foram realizados no Programa SPSS e no
Bioestat. Os valores de significancia bem como o nimero amostral utilizado em cada

teste constam na Tabela 1.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Mitocondrias e miofibrilas dos musculos do voo

Como machos e fémeas ndo diferiram significantemente para todas as variavies
analisadas, nas trés espécies, eles foram agrupados nas analises subsequentes. A Figura
1D mostra os resultados para as analises de area mitocondrial (Lm? ) nas trés espécies,
bem como para o pardmetro shape-Z. Como se pode ver, H. besckei apresenta a maior
area, com diferenca significativa em relacdo as areas de H. erato phyllis e H. ethilla
narcaea; estas duas Ultimas ndo diferem entre si (Anova One-way p=0,016, Bonferroni,
p=0,015). A Figura 1D mostra que ndo houve diferenca estatitstica em relacdo ao

parametro Shape-Z (p = 0,687).

D E
Area mitocondrial Shape Z
3 6
2
45 3
[ ab 5 a
1 Y
3% J
4
3
LT b 2
i 25 r 3
L3 :
1 1
03
0 0
H. beschel H eraophyils  H. athila marcaea H. bezeiwt H. erato pialics H. athila marcaca

Figura 1. Andlise ultraestrutural de células dos musculos toracicos (area mitocondrial e
Shape Z) das espécies H. besckei (A), H. erato phyllis (B) e H. ethilla narcaea (C).
Legendas: A: area, P: perimetro. Barra de calibragdo = 1 pm. Os dados em D, E, estdo
representados como a média = desvio padrao Barras com letras iguais ndo diferem
estatisticamente.
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As densidades de mitocondrias e de miofibrilas sdo mostradas na Figura 2D, E.
Como se pode ver, ndo ha diferencas significativas entre as espécies (p=0,322; p=0,090,
respectivamente). E interessante notar que no caso da densidade de mitocondrias, ha
uma relacdo inversa em relagdo ao mostrado na Figura 1D, com H. besckei com a menor

densidade.
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Figura 2. Analise ultraestrutural de células dos musculos toracicos de borboletas
Heliconius (densidade de mitocondrias e miofibrilas). Imagens digitalizadas das células
musculares de H. besckei (A), H. erato phyllis (B) e H. ethilla narcaea (C) mostrando as
mitocondrias (*) e miofibrilas (x) (barra de calibragdo = 1 pm). Os dados estdo
representados como & média + desvio padrdo Barras com letras iguais ndo diferem
estatisticamente

As porcentagens de tecido coberta por mitocondrias e por miofibrilas séo
mostradas na Figura 3D, E. Como se pode ver, ndo ha diferencas significativas entre as

espécies (p=0,182; p=0,224, respectivamente).
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Figura 3. Anadlise ultraestrutural de células dos musculos toracicos (porcentagem de
tecido coberta por mitocondrias e por miofibrilas). Imagens das células musculares de
H. besckei (A), H. erato phyllis (B) e H. ethilla narcaea (C) Os resultado estdo

expressos em porcentagem de tecido coberta por mitocondrias e por miofibrilas. Os
dados sdo representados com a média + dp

A escala de tons de cinza para as mitocondrias € mostrada na figura 4. A média
dos valores da escala (0-255) para todas as espécies esta entre 80 e 100 o que ndo
configura diferenca estatistica (p=0,066) como podemos observar no gréfico D da

mesma figura.
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Figura 4. Analise ultraestrutural de células dos musculos toracicos (escala de tons de
cinza) das espécies H. besckei (A), H. erato phyllis (B) e H. ethilla narcaea (C). AOI =

area de interesse. Barra de calibragdo = 1 pm. Os resultados sdo expressos como escala
de cinza (0-255)(D).

1.3.2 Balango oxidativo

A comparagdo geral entre as trés espécies, para torax e abdomen, mostrou
diferengas significativas entre elas (MANOV Argrax AWilks=0,112 p= 0,020) (Tabela 1).
A analise de cada marcador esta representada na Figura 5. A enzima catalase (CAT) foi
0 Unico marcador de balanco oxidativo que diferiu entre os torax sendo que H.erato
phyllis apresenta niveis maiores do que em H. besckei (Bonferroni p=0,034). TBARS,
SOD E GST néo apresentaram diferencas quando quantificadas no térax. Em relacdo ao
abdémen (MANOVAangsmen AWilks=0,082 p= 0,010) houve diferencas nos niveis das

enzimas. H. ethilla narcaea apresentou maior nivel de SOD do que H. besckei
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(Bonferroni p=0,033). Isto ocorreu também entre as mesmas espécies em relacdo a CAT
(Bonferroni p=0,026). A enzima GST apresentou maior atividade também em

abdémens de H. ethilla narcaea em relacdo com H. erato phyllis (Bonferroni p=0,013).
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Figura 5. Niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS), Superoxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa S-tranferase (GST) de térax (esquerda) e abdémen (direita)
de Heliconius besckei (barra branca), Heliconius erato phyllis (cinza escuro) e
Heliconius ethilla narcaea (cinza claro). Barras representam as médias + desvio padréo.
Letras diferentes acima das barras indicam diferenga significativa entre os valores
médios para um p<0,05.
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1.3.3 Metabolismo intermediario

Na Figura 6, estdo os resultados para peso de torax e abdémen. H. besckei e sua
co-mimica H. erato phyllis, tem pesos menores e que ndo diferem estatisticamente,
tanto para torax quanto para abdomen. Nota-se que H. ethilla narcaea apresenta os
maiores valores para peso de torax e abdomen (Anova One-way, Bonferroni p=0,002 e

p=0,008, respectivamente)

Peso - torax Peso - abdomen

006 a

H. bescke H.orato piglhis H ethilla narcaea I besc i H.ovato piolhis  H ethilla narcaea

Figura 6. Massa de torax e abddmen de borboletas Heliconius, Heliconius besckei (barra
branca), Heliconius erato phyllis (barra cinza escuro) e Heliconius ethilla narcaea
(barra cinza claro). Barras representam as medias + desvio padrdo. Letras diferentes
acima das barras indicam diferenca significativa entre os valores médios para um
p<0,05.

Para os marcadores de balango energético no térax (Figura 7), ndo houve
diferencas significantes na comparacdo geral entre as espécies (MANOVATsax
AWilks=0,367 p= 0,238). Todavia, hd algumas diferencas numéricas que merecem
alguma consideracdo; por exemplo, 0os maiores niveis de proteinas totais em térax e
abdomens de H. erato phyllis e H. ethilla narcaea em relacdo a H. besckei. Os maiores
niveis de acido Urico no térax e abdémen de H. erato phyllis também podem demonstrar
especificidades dessa espécie. Esse biomarcador também apresentou nivel mais baixo
em H. besckei do que em relagdo as outras espécies. O mesmo ocorre para 0 metabolito

lactato, nas mesmas proporcdes e relacdes entre as espécies.
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Figura 7. Niveis de proteinas totais, acido Urico, glicogénio, lactato em térax (esquerda)
e abddmen (direita) nas trés espécies. Heliconius besckei (barra branca), Heliconius
erato phyllis (cinza escuro) e Heliconius ethilla narcaea (cinza claro). As barras
representam as médias + desvio padréo.
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Na figura 8 estdo representados os valores médios dos niveis de lipidios totais,
triglicerideos e colesterol ndo apresentaram diferenca significativa quando
quantificamos em térax (MANOVA, AWilksyrax=0,391 p= 0,21). No entanto para 0s
abdémens, o nivel de lipidios totais presentes em H. erato phyllis € maior do que nas

espécies do clado silvaniforme, diferindo principalmente de H. ethilla narcaea.
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Figura 8. Niveis de lipidios totais, trigliceridios e colesterol em térax e abdomens de
borboletas Heliconius, Heliconius besckei (barra branca), Heliconius erato phyllis
(cinza escuro) e Heliconius ethilla narcaea (cinza claro). Barras representam as médias
+ desvio padréo.
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1.4 DISCUSSAO

O estudo da fisiologia de borboletas do género Heliconius € muito pouco
explorado, sendo este o primeiro trabalho que investiga os parametros de balanco
oxidativo, metabolismo energético e ultraestrutura muscular destas borboletas. Além
disso, a abordagem utilizada nos permite contribuir para o conhecimento de outras
caracteristicas, além do padrdo de coloracdo das asas, que podem convergir para
reforcar o mimetismo. Nossa hipotese é de que as espécies co-mimicas, H. besckei e H.
erato phyllis, apesar de distantes filogeneticamente tenham convergido também em
parametros fisioldgicos, fazendo assim com que H. besckei apresente caracteristicas

fisioldgicas distintas de sua aparentada filogenética H. ethilla narcaea.

Os parametros que investigamos abordam caracteristicas que influenciam no voo
das borboletas. J& foi relatado que espécies pertencentes ao mesmo anel mimético,
apresentam caracteristicas que evoluiram em conjunto para reforcar o padréo
convergente de coloragdo (Jones et al., 2013). Em relacdo ao voo, as caracteristicas que
enfatizam essa afirmacdo estdo relacionadas a funcionalidade, como a forma e tamanho
da asa, comportamento e capacidade de voo (Dudley & Srygley, 1994; Rossato et al.,
2018; Srygley, 1994). Quando analisadas as trés espécies deste trabalho em relagdo a
forma e tamanho da asa, ficou evidente que as caracteristicas sdo similares entre as
espécies miméticas distantes na filogenia (H.besckei e H. erato phyllis) e divergentes
entre as espécies do mesmo clado (H.besckei e H. ethilla narcaea - Capitulo 2 desta

Tese).

Os bioindicadores que analisamos neste trabalho apresentam diferencas nos seus
niveis e atividade em relagdo as espécies. N&o verificamos um padrdo que agrupe as

espécies, seja em relacdo ao mesmo clado, seja em relagdo ao anel mimético. No
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entanto alguns par@metros se destacam pela sua importancia para a funcionalidade do

VvO0O0.

A alta taxa metabdlica dos musculos do voo pode gerar espécies reativas de
oxigénio em excesso e consequentemente, dano oxidativo. Aqui nés medimos o dano
oxidativo atraves da quantificacdo das substancias reativas ao acido tiubarbiturico, e ndo
obtivemos diferengas significativas entre as espécies. Este resultado pode estar
relacionado ao habito alimentar destas borboletas que além de néctar se alimentam de
polen. A alimentacdo por polen faz com que o individuo fique por longos periodos com
grdos de pdlen na probdscide, retirando 0s nutrientes necessarios para suas atividades
(Gilbert, 1972; Hikl & Krenn, 2011). Sabe-se que a composi¢cdo do néctar é
predominantemente composta por aglcares, grande quantidade de proteinas e lipidios,
vitaminas, minerais, elementos tracos e fibras, além de quantidades significativas de
polifendis, principalmente flavonoides que podem funcionar como antioxidantes

(Hassan, 2011; Hikl & Krenn, 2011).

As borboletas podem ser capazes de gerar potencial antioxidante através do desvio
da glicose do néctar e do pélen para o ciclo das pentoses-fosfatos (PPP), assim como ja
registrado em mariposas (Levin et al., 2017), reduzindo o dano oxidativo aos musculos
do voo. Os insetos em geral oxidam varios combustiveis para o0 voo, como por exemplo,
glicose, glicogénio, trealose, prolina, fosfoarginina e lipidios (Dudley, 2000). Dessa
forma, as borboletas Heliconius com seu habito de alimentacdo através do poélen,
conseguem durante o voo adquirir nutrientes que devem ser usados para suas atividades.
Os niveis de glicogénio entre as trés espécies também ndo apresentou diferencas, o que
fortalece nossa hipdtese de que parte dos nutrientes adquiridos pelo pdlen possa ser
direcionada ndo sé para o metabolismo dos musculos do vdo, mas também para seu

balanco oxidativo.
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Os danos oxidativos que podem ser causados pelo exercicio intenso do voo das
borboletas podem ocorrer nos midcitos em contracdo (Metcalfe & Alonso-Alvarez,
2010; Powers & Jackson, 2008). Em funcdo disto, analisamos também a ultraestrutura
muscular das trés espécies (H. besckei, H. erato phyllis e H. ethilla narcaea). Nossas
andlises de escala de cinza, shape Z mitocondrial, densidade de mitocdndrias e de
miofibrilas ndo apresentaram diferengas corroborando o obtido com a auséncia de dano
verificada pelos niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) e com a possivel causa j& descrita

relacionada a alimentacéo.

Além disso, com exce¢do da CAT, as enzimas antioxidantes ndo apresentaram
diferencas no torax, o que corrobora os resultados dos niveis de TBARS e da auséncia
de altera¢Bes nas mitocondrias e miofibrilas dos musculos do voo. A CAT, no entanto,
apresentou niveis mais baixos em H.besckei em relacdo as outras duas espécies. H.
besckei apresentou também diferenca significativa na area mitocondrial em relacdo a
sua companheira de clado, H. ethilla narcaea, sendo a area maior em H. besckei. A
relacdo entre o nivel de catalase de H. besckei diferenciado das outras espécies no térax
deve estar relacionada com a maior area ocupada pelas mitocondrias. Dessa forma,
parece existir uma relacdo inversa entre o nivel de atividade da catalase e a area

mitocondrial nesta espécie.

Nossa hipotese se fortalece a partir dos conhecimentos de que a catalase é uma
enzima de atividade peroxissomal e que sdo inimeros os estudos relacionados a
funcionalidade destas organelas, isto €, mitocondrias e peroxissomos (Fransen et al.,
2017; Geuze et al., 2003; Kim, 2017; Kim et al., 2006; Sugiura et al., 2017; Walton &

Pizzitelli, 2012).
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Para exercer suas atividades as organelas celulares se comunicam ativamente e
interagem com outros compartimentos celulares. Assim como as mitocondrias, 0S
peroxissomos sao organelas dindmicas que adaptam seu nimero, morfologia e atividade
dependendo do tecido e do estado nutricional deste. Os peroxissomos através da
catalase exercem papel indispensavel no metabolismo de espécies reativas de oxigénio.
Novos peroxissomos sdo formados a partir do reticulo endoplasmético ou por fuséo de
derivados de mitocondrias. Alguns estudos documentam que os defeitos na biogénese
do peroxissomo ou na fungdo da mitocondria coincidem com um aumento no volume do
outro compartimento celular. O aumento do volume mitocondrial observado em varios
tecidos (Fan et al., 2016; Rahim et al., 2016) ocasiona a inativacdo pelo menos parcial
do peroxissoma devido ao turnover mitocondrial ineficiente (Fransen et al., 2017). Se 0
turnover ndo ocorre, ou seja, se a mitocondria ndo se renova, ela ndo deixa escapar
fragmentos que contribuem para a formacdo de peroxissomos, dessa forma as
mitocdndrias vdo se fundindo, tornando-se maiores e consequentemente, as células
apresentardo menos peroxissomos. Sendo assim, a maior area mitocondrial de H.
besckei corresponderia a menos fragmentos de mitocéndrias disponiveis para a
formagdo de novos peroxissomos e assim a uma menor atividade da catalase neste
ambiente celular e/ou organela. Contudo, estes animais ndo apresentaram um aumento
da lipoperoxidagdo o0 que nos permite supor que outras macromoléculas, como por
exemplo, as proteinas podem estar sofrendo dano oxidativo e/ou outros componentes do

sistema antioxidante estdo compensando esta perda.

Nos resultados obtidos para os metabolitos energéticos, H. besckei registrou
baixos niveis de lactato no térax e no abddmen. Lactato € produto da oxidagdo de
glicogénio, principal combustivel para os musculos do voo ou da trealose, principal

acucar circulante nos insetos. Essa espécie, assim como H. erato phyllis e H. ethilla
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narcaea, apresenta um comportamento de voo extremamente dispendioso em relagdo ao
gasto de energia, o voo flaping, além de possuir uma peculiaridade em relacdo as outras
duas espécies que é o ambiente em que vive. H. besckei diferentemente das outras duas
espécies estudadas, habita somente regiGes de altitudes maiores que 700m,
determinando uma mais baixa temperatura media, principalmente nos meses de inverno
quando as espécies ndao sdo mais encontradas. Nessas condi¢cBes espera-se que a
necessidade e o gasto de energia sejam maiores. No entanto, ndo sabemos ao certo a
historia de vida de H. besckei, e o porqué desta restricdo de habitat. Estes resultados

podem ajudar a elucidar algumas caracteristicas de vida dessa espécie.

Os marcadores de metabolismo energético nos mostraram que H. erato phyllis
difere das espécies do clado silvaniforme, tanto em metabolitos quantificados no torax
quanto no abdémen. A massa de térax e abddmen separa o par mimético, H.erato
phyllis — H. besckei de H. ethilla narcaea e a area mitocondrial separa as espécies do

mesmo clado (H. besckei e H. ethilla narcaea).

O tdrax contém principalmente os masculos do voo (Srygley & Chai, 1990) e o
abdémen, assim como outras caracteristicas corporais também pode ser determinante
para o desempenho do voo, por isso pesa-los e analisa-los produz bons indicadores do
funcionamento (Norberg et al., 2002). Nossos resultados mostraram que H. ethilla
narcaea apresenta peso maior de térax e de abdébmen do que as duas espécies
mimeéticas, que ndo diferiram entre si. Isso monstra que de acordo com o peso corporal
as espécies do par mimético sdo semelhantes. Néve & Hall (2016) aplicaram uma
férmula envolvendo o peso corporal e a superficie total da asa para estimar a energia
necessaria para o voo em borboletas. A partir desta férmula obtiveram valores do que
chamaram de “wing loading”, sendo que estes, segundo Heinrich (1986) e (Dudley,

1990) geralmente aumenta de acordo com a massa corporal das borboletas. A estimativa
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de Néve & Hall (2016) se baseia-se em que maiores valores de de “wing loading”
exigem batidas de asas mais rapidas e consequentemente maior temperatura do tdérax
(Bartholomew & Casey, 1978); ambas caracteristicas que demandam grande quantidade

de energia.

Sdo0 poucos os estudos existentes sobre as espécies H. besckei e H. ethilla
narcaea, tanto quanto a baixa frequéncia de estudos em relagéo ao voo de Heliconius.
Dessa forma ndo temos valores de referéncias para comparacGes dos dados que
obtivemos para os biomarcadores fisiologicos, tampouco dados concretos quanto a
velocidade e altura do voo que estas espécies podem atingir. Essas informacfes seriam

de extrema importancia para confrontarmos nossos resultados.

No entanto, devido a ampla diversidade do género e destas espécies participarem
de inumeros anéis mimeéticos, incluso com espécies afastadas filogeneticamente, como
itomineos, podemos interpretar nossos resultados utilizando como base estudos

envolvendo também estas espécies miméticas entre outras.

Existem evidéncias de que as alturas de voo das espécies de borboletas e
mariposas e de seus mimicos ithomineos sdo similares (Beccaloni, 1997). Este autor
investigou se a altura do voo estd relacionada com a oferta de planta hospedeira e
mostrou que as espécies de Mechanitis, foram registradas voando a uma altura de 4,45
metros e que plantas hospedeiras ocorriam também a 6 metros. As espécies do género
Mechanitis estudadas pelo autor, apresentam asas com o padrdo de coloragdo “tigre”.
Borboletas com esse padrdo e pertencentes a este género ocorrem nas areas estudadas
neste trabalho e formam com H. ethilla narcaea anel mimético Miilleriano. Dessa forma
espera-se que o padrdo de voo de H. ethilla narcaea em relacao a altura seja similar ao

de seus miméticos itomineos; isso, de fato, se confirma, tanto que em geral se utiliza
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“armadilhas” para facilitar a captura, como um pano vermelho colocado sobre arbustos.
Além disso, ressalta-se que 0 maior peso corporal e tamanho da asa (Conforme capitulo

2 da Tese) pode proporcionar maior “wing loading”.

Ainda sobre a altura do voo, Mallet & Gilbert (1995) analisaram algumas
borboletas do género Heliconius, incluindo a espécie H. erato e registraram voo na
borda de floresta na altura entre 1-3metros. Eles perceberam que as plantas hospedeiras
para a ovoposi¢do e para alimentagdo, bem como os locais adequados para a copula
influenciam as regites onde as borboletas voam e que isto pode ter relacbes com o
mimetismo (Mallet & Gilbert, 1995). Heliconius besckei sendo mimética e simpatrica
de H. erato phyllis, espera-se que também apresente voo a esta altura. O local de coleta,
no interior do municipio de Sdo Francisco de Paula em area de Floresta de Mata
Atlantica, apresenta além de vegetacdo densa, algumas trilhas e pequenas areas abertas,
grande disponibilidade de flores para a alimentagdo das borboletas Heliconius. Estas
flores estdo presentes em diversas alturas do estrato florestal. A regido também
apresenta abundancia de planta hospedeira para ambas as espécies, sendo dificil
mencionar o tamanho e a quantidade devido a extensdo da area. Nas observacdes de
campo foi possivel distinguir a maior altura e velocidade de voo para H. ethilla

narcaea.

A partir de nossos resultados, observamos que a espécie H. besckei convergiu
além de seu padrdo de coloracdo e tipo de vdo, a massa corporal (torax e abdémen),
alguns marcadores do balanco oxidativo (TBARS, SOD e GST) e do metabolismo
energético (proteinas totais, lipidios totais, triglicerideos, colesterol e glicogénio), como
também a area mitocondrial participando assim, do par mimético com H. erato phyllis.
No entanto, as exigéncias fisioldgicas para viver em simpatria com a espécie mimética

parecem ser dispendiosas, isto exigiu a manutencdo de diferencas quanto a alguns
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marcadores tanto do balanco oxidativo (atividade da catalase) como do metabolismo

energético (acido urico e lactato).
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TABELA 1- Testes estatisticos,valores de significancia e nimero amostral para as

andlises ultraestrutural, balanco oxidativo e energético de torax e abdémen das espécies

Heliconius erato phyllis, H. besckei e H. ethilla narcaea.

Shapiro-
n Analise ultraestrutural Wilk Levene Teste )4 Bonferroni
Anova one-
area mitocondrial 0.067 0.351 way 0.016 Hb-He p=0.091
H.b - Hen p=0.015
H.e.-He.n p=0.526
% de area coberta por Anova one-
miofibrila 0.079 0.744 way 0.224 Hb-He p=0.274
H.b - H.en p=0.829
H.e.p-H.en p=1.000
% de area coberta por Anova one-
mitocondria 0.163 0.559 way 0.182 Hb-He p=0.220
H. besckei 3 Hb-H.en p=0.964
H.e. phyllis 6 H.e.p - H.e.n p=1.000
Anova one-
H.e.narcaea 4 Densidade de miofibrila 0.78 0.206 way 0.09 H.b - H.e p=0.098
H.b - H.e.n p=0.586
H.e.- He.n p=0.924
Anova one-
Densidade de mitocéndria 0.057 0.402 way 0.322 H.b-H.e p=0.982
H.b - H.e.n p=1.000
H.e - He.n p=0.426
Anova one-
Shape Z 0.116 0.159 way 0.687 H.b-H.e p=1.000
H.b - H.e.n p=1.000
H.e - H.e.n p=1.000
Anova one-
Escala de Tons de cinza 0.417 0.238 way 0.066 Hb-H.ep=0.163
H.b - H.e.n p=1.000
H.e - He.n p=0.142
biomarcador -
Balango oxidativo n térax Shapiro-Wilk Levene Teste p Bonferroni
H. besckei 3 TBARS 0.498 0.218 Manova 0.02 Hb-He p=1.000
H.e. phyllis 5 AWilks 0.112 Hb-Hen  p=0.947
H.e.narcaea 6 He-Hen p=1.000
SOD 0.966 0.04 Hb-H.e p=0.309
Hb-Hen p=0.250
H.e-Hen p=1.000
CAT 0.172 0.075 Hb-H.e p=0.034
Hb-Hen p=1.000
He -Hen p=0.111
GST 0.006 0.002 Hb-H.e p=0.062
Hb-Hen  p=0.742
He.p-Hen p=0.175
Biomarcador - Shapiro-Wilk Levene Teste p Bonferroni
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abdomen

H. besckei 4 TBARS 0.012 0.177 Manova 0.01 Hb-He p=0.826
H.e. phyllis 6 AWilks 0.082 Hb-Hen p=1.000
H.e.narcaea 3 He-Hen p=1.000

SOD 0.363 0.472 Hb-He p=0.523

Hb-Hen  p=0.033

He-Hen p=0.210

CAT 0.078 0.059 Hb-He p=0.082

Hb-Hen p=0.026

He.-Hen p=0.827

GST 0.003  0.034 Hb-H.e p=1.000

Hb-Hen p=0.056

He.-Hen p=0.013

Shapiro-
n biomarcador - térax Wilk Levene Teste )4 Bonferroni

H. besckei 4 Proteinas totais 0.17 0.062 Manova 0.238 H.b-H.e p=0.607
H.e. phyllis 4 AWilks 0.367 Hb-Hen p=0.644
H.e.narcaea 7 He-Hen p=1.000
Acido trico 0 0.023 Hb-H.e p=1.000

Hb-Hen p=0.710
H.e-H.en p=1.000

Glicogénio 0.796 0.82 Hb-H.e p=1.000

Hb-Hen p=1.000

H.e -Hen p=1.000

Lactato 0.126 0.008 Hb-H.e p=0.047

Hb-Hen p=0.134

He.-Hen p=1.000

Biomarcador - Shapiro-
abdomen Wilk Levene Teste p Dunn

H. besckei 4 Proteinas totais 0.449 0.069 Kruskal-Wallis 0.187 H.b-H.e p=0.102
H.e. phyllis 6 Hb-Hen  p=0.145
H.e.narcaea 6 H.e-H.en p=0.238
Acido trico 0.004 0.003 Kruskal-Wallis 0.041 Hb-He p=0.035

Hb-Hen  p=0.329

He-Hen p=0.908

Glicogénio 0.026 0.157 Kruskal-Wallis 0.57 Hb-He p=1.000

Hb-Hen p=1.000

He.-Hen p=1.000

Lactato 0.022 0.061 Kruskal-Wallis 0.046 H.b-He p=0.782

Hb-Hen  p=0.045

He.-Hen p=0.357
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RESUMO

As borboletas Heliconius formam o exemplo mais célebre de mimetismo Mdlleriano-
Nosso estudo investigou se o mimetismo de coloracdo de asas existente entre as
espeécies do sul do Brasil, H. erato phyllis (clado pupal mating) e H. besckei, se estende
também a forma e tamanho das asas considerando que H. besckei pertenca ao clado
silvaniforme, da H. ethilla narcaea. Os resultados mostraram que as espécies mimeticas
apresentam maior semelhanca no tamanho e na forma quando comparadas com H. e.
narcaea. As duas caracteristicas, tamanho e forma, da asa sdo importantes para a
funcionalidade do voo e devem ter sido reforcadas pela pressdo seletiva para fortalecer

0 padrdo convergente de coloracao.

Palavras-chave: anéis miméticos, formato da asa, Heliconius besckei, H. ethilla

narcaea, H. erato phyllis
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2.1 INTRODUCAO

Borboletas que pertencem ao género Heliconius sdo organismos modelo para o
estudo da biologia evolutiva devido a sua variacao intra e interespecifica em padrdes
mimeticos de cores de asas que anunciam sua impalatabilidade a predadores visuais
(Sheppard et al., 1985; revisdo de Merrill et al., 2015). As borboletas Heliconius
também contribuem nos estudos de especiacdo e das alteracdes genéticas envolvidas nos
padrdes filogenéticos (Baxter et al., 2008; Jiggins et al., 2001; Joron et al., 2006a; Joron
et al., 2006b; Rosser et al., 2018), bem como a evolucdo e evo-devo de mimetismo

(Jiggins, 2017).

O mimetismo Mulleriano entre quaisquer duas espécies surge quando 0s
beneficios mutuos resultam na selecdo em direcdo a um fendtipo compartilhado, o que
também pode envolver o comportamento (Jones et al., 2013). Um exemplo da
consequéncia dessa selecdo pode ser a convergéncia no comportamento locomotor,
juntamente com o padrdo de cores comum, como mostrado por Srygley & Ellington
(1999), que estudaram o movimento das asas em Heliconius cydno and H. sapho.
Ambas as espécies batem as asas lentamente e com movimentos simétricos em relacédo
as espécies irmds H. melpomene and H. erato. Este exemplo reforca o fato de que o
movimento das asas, bem como a forma da asa, € um componente importante para todo
0 sinal mimético, além da capacidade de manobras de voo e habitos migratorios
(DeVries et al., 2010; Jorge et al., 2011). Apesar da importancia da forma da asa para a
aparéncia e para a locomocdo de borboletas miméticas, poucos estudos tem realizado
testes sobre as diferencas de formas de asa entre pares de comiméticos (Jones et al.,
2013) e mais escassos ainda sao os trabalhos que analisam as borboletas no sul do Brasil

(Klein & Araujo, 2013; Rossato et al., 2018).
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Um dos padrdes de cores de asas mais difundidos entre Heliconius é o fendtipo
composto por uma grande macha vermelha, nas asas anteriores e uma barra amarela nas
asas posteriores, ambas em fundo preto (Klein & Araujo, 2013) . Este fendtipo foi assim
descrito no Brasil por Sheppard et al. (1985), tanto para Heliconius melpomene nanna
como para H. erato phyllis. A Unica espécie do clado silvaniforme que apresenta esse
fendtipo é H. besckei (Wallbank et al., 2016; Zhang et al., 2016). No Brasil, H. besckei
é simpétrica com Heliconius ethilla narcaea, também do clado silvaniforme, e com H.
erato phyllis do clado pupal mating. Apesar de H. besckei ser restrita geralmente a
regides acima de 700m no sul, sudeste e nordeste do Brasil (Cardoso, 2005), H. erato e
H. ethilla, ocorrem em diferentes altitudes. As superficies dorsal e ventral dos
individuos de H. erato phyllis e H. besckei diferem basicamente na tonalidade e por uma
linha vermelha marginal na superficie ventral da asa posterior de H. besckei (Klein &
Aragjo, 2013). O presente trabalho investiga a possibilidade de que a forma e o tamanho
da asa de H. besckei (pertencente ao clado silvaniforme) tenham evoluido

adaptativamente para ser similar a H. erato phyllis (pertencente ao clado pupal mating).

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Borboletas
Foram amostrados espécimes adultos de H. besckei, H. erato phyllis e H. ethilla

narcaea, durante o periodo de 2012 até 2017, em seis localidades no sul do Brasil (Rio
Grande do Sul - RS: Porto Alegre, Viamé&o, Eldorado do Sul, S&o Francisco de Paulg;
Santa Catarina - SC: Campo Alegre; Parana - PR: Paulo Freitas). De cada espécime
analisamos suas asas anteriores e posteriores separadamente, incluindo apenas em nosso

conjunto de dados aqueles em perfeitas condigdes (Tabela 1).
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Tabela 1. Namero de asas utilizadas no estudo, por localidade e espécie.

Espécies Localidade P PR
anteriores _posteriores
Sdo Francisco de Paula — RS 4 10
Heliconius besckei Campo Alegre — SC 13 10
Paula Freitas - PR 52 47
Sdo Francisco de Paula - RS 23 24
Porto Alegre - RS 19 21
Heliconius erato phyllis Viam&o - RS 1 13
Eldorado do Sul - RS 12 12
Paula Freitas - PR 9 3
Campo Alegre - SC - 2
Heliconius ethilla narcaea  Sao Francisco de Paula - RS 2 6
Porto Alegre - RS 24 16
Paula Freitas - PR 8 7
Total 180 171

2.2.2 Morfometria geométrica

Selecionamos 21 marcos anatdmicos bidimensionais para as asas anteriores e 16

para as asas posteriores, que seguiam 0 contorno da asa e a justaposicdo da venacao

conforme proposto por (Mérot et al., 2013) (Fig. 1). Utilizamos apenas asas em

condicdes 6timas que foram fotografadas na face ventral (caAmera digital Nikon D90,

12,3 megapixels de resolucdo). Organizamos a sequéncia de imagens com 0 programa

tpsUtil (Rohlf, 2015) e em seguida registramos 0s marcos anatdbmicos com o programa

tpsDig2 (Rohlf, 2015). Todas as imagens continham uma escala milimétrica.
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tornal tornus

Fig. 1. Vista ventral das asas anteriores e posteriores das espécies analisadas a)
Heliconius besckei b) Heliconius erato phyllis c¢) Heliconius ethilla narcaea. d)
Disposicdo dos landmarks e regifes das asas anteriores e posteriores (dc = célula

discal). Escala = 2mm.

Através da sobreposicdo generalizada de Procrustes obtivemos dois
componentes morfométricos independentes: um componente de forma e um
componente de tamanho. Esse procedimento foi realizado para asas anteriores e asas
posteriores separadamente. O componente de forma consistiu em uma projecao
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perpendicular das coordenadas da forma de cada asa em um espaco tangente ao espago
de forma de Procrustes. Ao contrario do espaco de forma, o espaco tangente segue as
propriedades Euclidianas convencionais (Viscosi & Cardini, 2012), permitindo assim a

aplicacdo de técnicas de andlises estatisticas multivariadas.

Avaliamos graficamente as diferencas de forma através dos diagramas
representando as grades de deformacgé@o provenientes dos escores dos componentes
principais. Essa técnica permite identificar onde nas estruturas avaliadas ocorrem as
maiores mudangas de forma em cada componente principal de maneira

independentemente.

Descrevemos o tamanho das asas pelo tamanho do centrdide da configuragdo de
marcos anatdmicos de cada asa. O tamanho do centréide corresponde a raiz quadrada
do somatorio do quadrado das distancias de cada marco anatdmico em relagdo ao centro

de massa da configuracdo de pontos (centroide).

2.2.3 Andlises estatisticas

Para o componente de tamanho, constatamos que a distribuicdo dos dados nédo
atendia a premissa de normalidade para alguns dos niveis de classificacdo por espécie,
limitando assim a aplicacdo de testes de hipoOtese paramétricos (Shapiro-Wilk normality
test; Forewings: Whesckei = 0.95, p = 0.01; Wyhynis = 0.98, p = 0.47; Wemina = 0.90, p <
0.01; Hindwings: Whesckei = 0.97, p = 0.11; Wopnyiis = 0.98, p = 0.24; Wetina = 0.89, p =
0.012). Assim, comparamos o tamanho entre 0s grupos através de um teste de Kruskal-

Wallis, seguido de um Wilcoxon rank sum test para comparagdes par-a-par.

Para o componente de forma, primeiramente aplicamos uma analise de

componentes principais (PCA) sobre as coordenadas do espaco tangente a fim de
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reduzir a dimensionalidade da variagéo observada, bem como garantir a ortogonalidade
de cada componente. Sobre os escores dos componentes da PCA, testamos o efeito da
classificacdo das amostras por espécie através de uma analise de variancia multivariada
(MANOVA), assumindo que diferengas significativas representariam formas de asas
diferentes em pelo menos uma das comparacdes interespecificas. Neste caso, testes par-

a-par foram executados, levando em conta o ajuste de significancia de Bonferroni.

Em um segundo momento aplicamos uma Linear Discriminant Analysis (LDA)
para determinar o grau de concordancia da nossa classificacdo por espécies com a
informacdo disponivel na forma das asas. Por fim, realizamos uma CVA (Canonical
variates analysis) para descrever as caracteristicas da forma que melhor distinguem uma

espécie da outra.

Todas as anélises foram rodadas no ambiente R (R-Core-Team, 2017) utilizando

as funcgdes disponibilizadas pelo pacote geomorph verséo 3.0.7 (Adams et al., 2018).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Variagao no tamanho das asas

O tamanho das asas anteriores e posteriores foram diferentes entre as trés
espécies (asas anteriores: Kruskall-Wallis y?> = 47.47, p < 0.0001; asas posteriores:
Kruskall-Wallis y? = 20.53, p < 0.001), tanto em relagdo s asas anteriores, quanto as
posteriores. A espécie H. e. narcaea apresentou asas maiores do que H. besckei e de H.
e. phyllis, tanto para asas anteriores como para asas posteriores (Fig. 2). J& o par de
especies H. besckei e H. e. phyllis ndo diferiu quanto ao tamanho de suas asas anteriores

ou posteriores (Fig. 2).
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Fig. 2. Variacdo no tamanho do centroide das asas anteriores (A) e asas posteriores (B)
para as trés espécies (Heliconius besckei, H. erato phyllis e H. ethilla narcaea). A linha
horizontal mais escura representa a mediana, as margens das caixas representam 0s
percentis e os circulos os individuos. bes = H. besckei; era = H .erato phyllis; eth = H.

ethilla narcaea.

2.3.2 Variacdo na forma das asas
Constatamos a existéncia de diferencas na forma das asas anteriores e

posteriores entre as trés espécies. Para as asas anteriores (Fig. 3A), o primeiro
componente da PCA explicou 31% da variacdo observada. Esse primeiro componente
tendeu a separar as espécies do clado silvaniformes da espécie do clado pupal mating.
Em termos morfolégicos, a variacdo da forma das asas foi representada pelo
alongamento das partes discal e apical da asa ao longo do primeiro componente
principal. Ja o segundo componente principal explicou 19% da variagdo observada,
tendendo a separar as especies pertencentes ao mesmo clado. Ao longo desse eixo
percebe-se o estreitamento da regido discal e apical das asas de H. besckei em relacéo a

H. e. narcaea (Fig. 3A). O resultado da MANOVA corroborou a interpretagéo grafica
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da PCA, onde cada uma das espécies diferiu quantitativamente em relacdo a forma das
asas anteriores das outras duas espécies (MANOVA global: Wilks = 0.0085, Fapprox =
36.23, dfyum = 76, dfgen = 280, p < 0.0001; MANOVA par-a-par: todas comparagoes

com p < 0.0001).

Para as asas posteriores observamos o mesmo padrdo de diferenca entre os
grupos. O primeiro componente principal explicou 46.5% da variacdo da forma, sendo
possivel observar graficamente a separacdo das trés espécies (Fig. 3B). Essa variagdo ao
longo do primeiro componente é marcada pelo acentuado estreitamento na parte discal
da asa. O segundo componente principal respondeu por 16.9% da variacdo global,
deixando ainda mais nitida a diferenca entre H. besckei e H. e. narcaea. Nesse eixo
observa-se que o alongamento da parte discal da asa posterior de H. e. narcaea é mais
acentuado do nas asas anteriores, tornando assim as duas espécies mais separadas na
representacédo grafica (Fig. 3B). O resultado da MANOVA confirmou que cada uma das
espécies possui uma forma de asa especifica (MANOVA global: Wilks = 0.011, Fapprox =
42.29, df,um = 56, dfgen = 282, p < 0.0001; MANOVA para-a-par: todas comparacgdes

com p < 0.0001).
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Fig. 3. Andlise dos componentes principais 1 e 2 para as asas anteriores (A) e

posteriores (B). Cada ponto representa um individuo (verdes = H. erato phyllis;

vermelhos = H. besckei; azuis = H. ethilla narcaea) e os trés circulos, as elipses de

confianga 95%.
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A anélise gréfica da CVA recuperou o isolamento da forma das assas anteriores
e asas posteriores ja observados pela PCA, porém com maior grau de segregacao entre
as espécies (Fig. 4). A principal diferenca constatada, no entanto, diz respeito as asas
anteriores, onde ao longo do CV1 se observa a sobreposi¢cdo das espécies H. besckei e
H. erato phyllis e o isolamento da espécie H. ethilla narceae (Fig. 4A). A CVA para as
asas posteriores apresentou 0 mesmo padrdo observado pela PCA, sendo possivel isolar
cada uma das espécies a partir dos cores do primeiro componente canonico (CV1) (Fig.

4B).
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2.4 DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados corroboram nossa hipdtese de que a pressdo de
selecao favorecendo o mimetismo entre H. besckei e H. erato phyllis vai além do padréo
de coloracdo das asas dessas duas espécies. Principalmente para as asas anteriores,
podemos dizer que caracteristicas estruturais de suas asas — tamanho e forma —
demonstraram uma maior correspondéncia entre o par de espécies miméticas do que
quando comparado com H. ethilla narcaea, mesmo que esta Gltima tenha afinidades

ecologicas (simpatria) e histéricas (clado dos silvaniformes) com H. besckei.

O resultado que obtivemos quanto ao tamanho do centrdide das asas, reflete um
padrdo de agrupamento mimético que também ja foi registrado para outros heliconineos
(Jones et al., 2013). Estudos ja evidenciaram que as asas com tamanhos menores sdo
propensas a voos mais lentos, que geralmente habitam espacos restritos e de vegetacao
densa (Betts & Wootton, 1988). Além do tamanho similar e pequeno, a convergéncia
nos padrbes de forma nas asas anteriores pode estar associado a sinalizacdo de
adverténcia direcionada aos predadores. A mancha vermelha nas asas das Heliconius
estd nas asas anteriores, sendo exibida durante o voo lento, sinalizando aos predadores
que estas espécies apresentam defesas quimicas. Assim, o padrdo convergente do
tamanho e forma das asas dos comimicos seria uma maneira de reforcar o padrdo de
coloracdo ja compartilhado, ainda mais que o voo lento € comum nos géneros
Heliconius e Danaus (Srygley, 1994; Srygley & Chai, 1990), permitindo assim uma

maior exposicdo dos padrbes de coloracBes de aviso sobre suas defesas.

Alguns estudos conseguiram mostrar que existe convergéncia na cinematica do
VOO entre membros do mesmo anel mimético, mesmo quando estes sejam distantemente
aparentados (Jones et al., 2013; (Srygley et al., 1999). Neste caso presume-se que isto se

deu através da selecdo dos mimicos, no entanto, os mesmos trabalhos, ndo conseguem
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distinguir entre a selecdo que atua na cinematica do voo e a que age para forma da asa

(Srygley et al., 1999).

As diferencas significativas na forma das asas obtidas entre espécies do mesmo
clado revela, assim como em (Jones et al., 2013), a semelhanca entre as espécies mais
afastadas e com o mesmo padrdo de coloracdo de aviso. Da mesma maneira que nos
nossos resultados, Rossato et al. (2018) registrou proximidade entre H. besckei de H. e.
phyllis. No entanto, a analise realizada no referido artigo envolveu outras espécies do
mesmo anel mimético (H. melpomene nanna e H. melpomene burchelli), gerando uma
ampla sobreposicdo entre as espécies que dificultou a visualizacdo das diferencas
descritas. Em nossa andlise ndo houve qualquer sobreposicdo de grupos, apenas o

distanciamento maior de H. e. narcaea das outras duas espécies.

O padrédo de forma entre as espécies comimicas apresenta maior semelhanca nas
asas anteriores. Para H. e. phyllis e H. besckei s&o mais estreitas e a regido basal das
asas € mais alongada do que em H. e. narcaea. Em contrapartida, H. e. narcaea
apresenta a parte discal, ou seja, 0 centro da asa e a parte apical mais alongadas que as
mimeéticas. Esses resultados remetem aos dados de voo apresentados pelas espécies em
gue observamos o voo vibratorio de H. erato phyllis e H. besckei e o voo plano de H. e.
narcaea. Obviamente o voo das borboletas € composto por um grande conjunto de
comportamentos, e a proporcdo de ocorréncia deles é o que determina o gasto
energético e a eficicia para a atividade. Sendo assim, a selecdo opera na morfologia da
asa dependendo também da aerodindmica requisitada pelo comportamento do voo
(Cespedes et al., 2015). As borboletas que possuem o voo plano tem a forma da asa
anterior alongada e maior valor de tamanho do centroide, teoricamente diminuindo os
custos de energia (DeVries et al., 2010; Dudley, 2000). Embora no presente trabalho

ndo tenhamos avaliado os gastos energéticos, resultados se mostram compativeis com
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0S que registramos em H. e. narcaea. Por outro lado, as borboletas que realizam o
flapping flight tem asas anteriores de forma mais compacta. Essas borboletas, assim

como H. besckei e H. e. phyllis tem menor tamanho de centroide da asa.

A regido basal das asas posteriores nas espécies mimeticas também é mais
alongado, assim como nas anteriores, e a margem externa e célula discal sdo mais
estreitas que em H. e. narcaea. Apesar destas caracteristicas servirem de diferencial
para a analise de variaveis canonicas (CVA) separar a forma das asas posteriores dos
grupos mimeéticos de H. ethilla narcaea, H. besckei possui caracteristicas mais
acentuadas que também servem para distingui-la de H. erato phyllis. O segundo
componente da variavel canbnica (CV2) mostra a diferenciacdo da disposicdo dos
grupos quando comparamos com a CVA das asas anteriores. Essa disposicdo se da por
conta da porcdo discal e da margem externa das asas posteriores de H. besckei, que sdo

mais alongadas que a de H. erato phyllis.

Outra informacdo importante que emerge dos nossos dados é que possivelmente
as asas evoluiram separadamente e que, além disso, tem funcGes diferentes relacionadas
ao voo. Jantzen & Eisner (2008) mostraram que as asas anteriores sdo mais relevantes
para 0 voo das borboletas, ja que quando perdem as asas anteriores ndo conseguem
voar, enguanto que sem as asas posteriores a ocorréncia do voo ndo é prejudicada.
Sendo assim, as asas anteriores das espécies analisadas refletem o mimetismo no
comportamento do voo em conjunto com o padrdo da coloracdo. Além disso, de acordo
com as informacGes de Cespedes et al. (2015), o centro da asa anterior € a regido que
tem maior efeito sobre sua funcionalidade para o voo, porque em algumas espécies, a
margem costal da asa posterior pode se sobrepor a asa anterior na regido proximal e

mesmo assim deixar a maior parte da asa anterior ndao afetada.
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2.5 CONCLUSAO

As evidéncias aqui apresentadas corroboraram nossa hipotese de que o
mimetismo de coloracdo de asas entre H. besckei e H. erato phyllis pode ser estendido
para a forma da asa e o comportamento do voo. Assim, podemos hipotetizar que a
funcionalidade do voo pode ter sido cooptada para reforcar o padrdo convergente de
coloracdo, o que explicaria os padrdes observados tanto para a forma como para o

tamanho das asas.
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RESUMO

A borboleta Heliconius erato phyllis tem atividade no sul do Brasil entre 0s meses de
setembro a maio utilizando como planta hospedeira plantas do género Passiflora. Apos
esse periodo de maior atividade, as condi¢fes ambientais ndo sdo mais favoraveis a
atividade, incluindo também consequéncias como a possivel escassez de Passiflora.
Nesses casos as fémeas que tem héabito de inspecionar a planta antes da ovoposicéo
evitando colocar ovos proximos, a fim de evitar o canibalismo, acabam por ndo ter
maiores opgOes de plantas ou regides da mesma. Sendo assim 0s ovos ovopositados
ficam préximos e as lagartas de 1° instar podem canibalizar o ovo assim que eclodem.
NOs investigamos 0s marcadores bioguimicos de lagartas e pupas de H. e. phyllis em
relacdo ao comportamento canibal que apresentam enquanto larvas de 1° instar. Nossos
resultados ndo mostraram diferencas significativas entre animais que apresentaram
comportamento canibal e ndo canibal sobre os marcadores de estresse oxidativo e
metabolismo. Contudo, os niveis de colesterol sdo mais baixos e de GST mais altos em
lagartas de 4° instar que ndo apresentaram o comportamento canibal. Estes resultados
sdo interessantes quando comparamos com 0s obtidos para o tempo de desenvolvimento
por instar, onde os individuos que apresentam comportamento canibal sofrem ecdise
mais rapidamente do 1° para o 2° instar.

Palavras-chave: canibal, marcadores bioquimicos, ovos, lagartas, Lepidoptera
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3.1 INTRODUCAO

O canibalismo refere-se a morte e ao consumo de parte ou de todo individuo que
é da mesma espécie e pode ocorrer em uma variedade de contextos, incluindo oofagia e
interacdes competitivas. As pressdes seletivas que favorecem o canibalismo estdo
associadas com a histdria e os estagios de vida do canibal e de sua vitima (Elgar &
Crespi, 1992; Richardson et al., 2010). Um dos fatores ecoldgicos que mais favorece o
canibalismo é a baixa disponibilidade de alimentos, que pode depender, em varios
niveis, da densidade da populacdo. Nessa relacdo o comportamento do canibalismo
pode ocorrer por duas razdes principais, para satisfazer suas exigéncias energeticas ou
nutricionais e para recuperar o investimento reprodutivo se as condi¢des sao ruins e a
prole ndo é susceptivel de sobrevivéncia.

Lepidoptera e Coleoptera sdo 0s grupos que apresentam o maior numero de
espécies com comportamento canibal dentre os insetos ndo carnivoros. Em 48 espécies
de 15 familias entre borboletas e mariposas ja foram registradas ocorréncias de
canibalismo Geralmente nesses casos, as lagartas mais velhas matam e consomem as
mais jovens ou o0s ovos (Richardson et al., 2010).

Consequéncias fisioldgicas do canibalismo ainda sdo pouco estudas, mesmo que
esta seja uma estratégia adaptativa de forrageamento para animais em varias posicoes
troficas (Mayntz & Toft, 2006). Assim, investigamos o balanco oxidativo e a
composicdo bioquimica resultante do comportamento de canibalismo exercido por
lagartas de Heliconius erato phyllis. Essa espécie de borboleta € muito comum no
Brasil, voa no sul do pais (Estado do Rio Grande do Sul) de setembro/outubro a
maio/junho e utiliza como planta hospedeira, especialmente nessas regides, Passiflora

suberosa ou Passiflora misera. As lagartas de primeiro instar dessa espécie podem
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apresentar comportamento canibal em relacdo aos ovos (Brown & Mielke, 1972; De

Nardin & Aradjo, 2011).

O fim da temporada de voo da espécie é o periodo em que as plantas estdo
significativamente mais danificadas por conta da temperatura baixa do inverno e da
alimentacdo das lagartas (De Nardin et al., 2015). Embora esta espécie ndo possa ser
chamada de social (Finkbeiner et al., 2012), nesse periodo as fémeas podem facilitar o
canibalismo quando ovopositam ovos muito proximos um do outro (De Nardin &
Araljo, 2011; De Nardin et al., 2015). Normalmente o comportamento de H. erato
phyllis é a inspecdo cuidadosa da planta antes da ovoposi¢do para evitar a proximidade
entre ovos (Benson et al., 1975; Brown, 1981), ou seja, a ovoposicao de mais de um ovo

na mesma regido da planta ocorre pela escassez de plantas.

Os ovos geralmente ndo tém defesas, sdo ricos em proteinas e lipidios, e
apresentam facil digestibilidade (Barros-Bellanda & Zucoloto, 2001). Em muitos
insetos, € comum que 0s recém-nascidos consumam seus préoprios cérions, e este é
apenas um pequeno impulso para o consumo de ovos ndo eclodidos. O cérion
endurecido passou pelo processo de atividade intensa da Cdérion-peroxidase (Li et al.,
1996). A atividade peroxidasica depende da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Sendo assim, a primeira fonte alimentar dos organismos é formada por pro-
oxidantes, além de proteinas (Zago-Braga & Zucoloto, 2004). No entanto, 0 ovo
também é composto por vitelo que fornece nutrientes para o desenvolvimento dos
embrides e das larvas. O vitelo é constituido por proteinas, lipideos, carboidratos e ions
inorganicos, além de lipo e fosfoproteinas que ficam contidos em organelas envolvidas
por membranas, chamadas de granulos de vitelo. Um importante componente dos
granulos de vitelo é a vitelina, uma glicolipoproteina sintetizada a partir da vitelogenina,

captada pelos ovAcitos em um processo conhecido como vitelogénese. A vitelogenina é
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sintetizada no corpo gorduroso das fémeas de insetos, liberada na hemolinfa e captada
pelos ovocitos (Masuda et al.,, 2012; Sun & Zhang, 2015). Em fémeas de abelhas
reprodutoras, por exemplo, a vitelogenina é uma glicolipoproteina armazenada no corpo
gorduroso e geralmente liberada na hemolinfa antes de ser armazenada dentro dos
ovécitos (Even et al., 2012). Dessa forma, entende-se que Vtg é também associada ao

armazenamento de energia.

As lagartas de Heliconius sdo herbivoras sendo assim, ao se alimentarem de
Passiflora estdo também expostas a ingestdo de pro-oxidantes produzidos pela planta
como defesa contra herbivoros, dentre elas o peroxido de hidrogénio (H,0;) (Lukasik et
al., 2012), além de flavonoides, alcaloides, glicosideos cianogénicos, assim como a
presenca de taninos e saponinas (Castro et al., 2018). Contudo, os heliconineos e o
género Passiflora coevoluiram de forma que a ingestdo da planta, apesar de possuir
inimeras defesas, ndo causa prejuizo as borboletas (Castro et al., 2018). A hipbtese que
temos é de que o sistema antioxidante e/ou o de biotransformacdo destas borboletas
consiga reverter esse aporte pro-oxidante através de mecanismos do proprio organismo
fortalecidos em especial em individuos que apresentaram o comportamento canibal na
espécie H. erato phyllis. Além disto, Rudnicki et al. (2007) demonstraram que extratos
foliares de P. alata e P. edulis possuem potentes propriedades antioxidantes in vitro e ex
vivo de mamiferos, sendo esta atividade antioxidante diretamente correlacionada com o

elevado teor de polifendis presentes nestes extratos.

NOs investigamos 0s niveis das enzimas que compdem o sistema antioxidante,
superdéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), os niveis de dano oxidativo, através da
quantificacdo do acido tiobarbitarico (TBARS), além de uma enzima do sistema de
biotransformacdo, a glutationa S-transferase. Avaliamos também a composicdo

bioguimica dos animais atraves da quantificacdo das proteinas totais, acido Urico,
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glicogénio, lactato, lipidios totais, trigliceridios e colesterol. Todas as analises foram

realizadas em lagartas de 4° instar e em pupas de 24h.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Borboletas
Fémeas copuladas de Heliconius erato phyllis foram coletadas em trés

localidades (Campus da UFRGS — Porto Alegre, Viamdo na Fepagro e na sede da
UFRGS em Eldorado do Sul), sendo assim obtivemos individuos de populagdes
diferentes. As fémeas foram transportadas e mantidas em trés viveiros medindo cerca de
2x2x3m localizados em area adjacente ao Departamento de Genética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Brasil (UFRGS). No interior dos viveiros manteve-se o
cultivo de diversas plantas a fim de simular as condigdes naturais, dentre estas inclui-se
Passiflora misera, Passiflora suberosa e Passiflora capsularis, plantas hospedeiras de
Heliconius erato phyllis. As borboletas foram alimentadas diariamente através de
pequenos recipientes com mistura de &gua, mel e polen. Os testes realizados neste

estudo utilizaram a prole destas fémeas.

Foram realizadas analises quimicas para a padronizacdo da alimentacdo e
exatiddo dos percentuais dos compostos organicos e inorganicos existentes na dieta
ofertada as fémeas durante o experimento. As andlises foram realizadas no Laboratério
de Quimica da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
Utilizou-se mel e pdlen para o composto da dieta (Aymone et al., 2013; De Nardin &
Araudjo, 2011). O mel fonte de glicidios é necessario para reserva energética do
individuo. O polen, fonte de proteinas esta diretamente ligado a fecundidade e

longevidade.
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Através do método de determinacdo de cinzas obteve-se o percentual dos
constituintes minerais do pdlen utilizado, cerca de 2,60%, a quantidade de lipidios do
polen também foi averiguada a partir das técnicas de extracdo e indice de refracdo sendo
a meédia da triplicata, 2,38%. O método de determinacdo do nitrogénio indicou
aproximadamente 18,49% de proteinas existente no polen. Para a determinacdo da
porcentagem de acUcares totais do mel foi utilizada a técnica de Titulagdo de Fehling e
esta correspondeu a 69,06% sendo que estes incluem agucares redutores e ndo redutores.
A umidade e a quantidade de sélidos do mel também foram avaliadas, no equipamento
refratbmetro, a média das leituras para os sélidos foi de 77%, sendo o restante tratado

como umidade (23%).

As fémeas utilizaram as folhas de Passiflora suberosa para ovopositar e estes
ovos eram coletados diariamente, pesados e transferidos para recipientes identificados
de acordo com o viveiro em que foi coletado. Logo apos, esse procedimento eram

destinados aos testes de comportamento de canibalismo.

3.2.2 Testes de comportamento canibal

A fim de obtermos individuos canibais e ndo canibais e podermos avaliar as
diferencas fisioldgicas em ambos, realizamos testes comportamentais. Para estes testes
os ovos foram distribuidos nos vértices de um triangulo equilatero, feito de papel
cartolina verde, com comprimentos laterais de 0,5 cm, conforme metodologia aplicada
por (De Nardin & Araujo, 2011). Os triangulos de cartolina foram mantidos em placa de
petri, com didmtro de 10 cm e altura de 1,5cm, em temperatura ambiente, sobre papel
toalha levemente umidecido para evitar a desidratacdo dos ovos. Identificamos o verso
de um dos Vértices do triangulo com uma marca de caneta. Esta identificacdo foi feita

para facilitar o reconhecimento da origem do viveiro em que o ovo foi coletado. Cada

104



vertice correspondia as letras A, B e C. Os ovos escolhidos para cada teste, eram
geralmente ndo irmdos, pois de acordo com a literatura (De Nardin & Araujo, 2011; De
Nardin et al., 2015), ovos irm&os apresentam menor porcentagem de ocorréncia de
canibalismo. A duragéo dos testes foi de 45minutos a 1 hora, a partir da emergéncia da
primeira lagarta. Testes em que ndo foi possivel identificar o individuo canibal foram

descartados.

3.2.3 Lagartas

Sabendo que o tamanho do corpo do adulto varia entre e dentro de populagdes
de Heliconius erato (Benson et al., 1975) e que esta variacdo de tamanho entre
populacdes é devido a diferencas na abundancia de planta hospedeira e de qualidade
entre localidades para as larvas (Rodrigues & Moreira, 2002), teve-se o cuidado quanto
ao controle do alimento ofertado as larvas, tanto na quantidade quanto no tipo de
Passiflora sp. A fim de diminuir o nimero de fatores que pudessem interferir no
tamanho das larvas e das pupas, as lagartas foram alimentadas, individualmente,
somente com Passiflora suberosa ad libitum e foram mantidas em temperatura entre 24-
26°C e a umidade entre 70-75%. As lagartas foram mantidas individualizadas,
acondicionadas em recipientes identificados com o tipo de comportamento que
apresentaram canibal (C) ou ndo canibal (NC). Além disso, a manutencdo dos
recipientes era realizada diariamente, para limpeza e renovacao da alimentacdo. Durante
a manutencdo era conferido o instar no qual a lagarta estava e anotado no recipiente,
assim controlamos também o tempo que cada individuo permaneceu em determinado
estadio. Foi calculada também a taxa de crescimento (R) pela férmula dada por Smiley

(1987): R= ((massa da pupa/massa do ovo)*1/5)-1/(total de dias de desenvolvimento/5).
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3.2.4 Analises do metabolismo energético

As analises dos parametros metabolicos e do balanco oxidativo foram realizadas
com lagartas de 4° instar e pupas de 24h. Estas foram pesadas, crioanestesiadas e
destinadas aos testes. Para as lagartas realizamos as analises em pools de 2 lagartas, para
as pupas foram feitas individualmente. As andlises dos parametros metabdlicos
envolveram a quantificacdo dos niveis de proteinas totais, acido Urico, glicogénio,
lactato, lipidios, triglicerideos e colesterol.

A extracdo do glicogénio seguiu 0 método de Handel (1965), sendo quantificado
como glicose apos hidrdlise acida (HCI) e neutralizacdo (Na,COs) utilizando-se o kit da
Labtest (glicose PAP Liquiform), segundo o método da glicose oxidase. As proteinas
foram quantificadas segundo método descrito por Beyer (1983) através de Kit da
Labtest. O &cido Grico foi determinado através do Kit da Labtest (Acido Urico
Liquiform); para a quantificacdo do lactado também foi usado Kit comercial da labtest.
Os lipidios, trigliceridios e colesterol teciduais foram extraidos pelo método do
cloroférmio e metanol, na proporc¢do 2:1, segundo o método de Folch et al. (1957). A
dosagem de lipidios totais se deu conforme o método descrito por (Frings & Dunn,
1970) e a do colesterol total conforme o kit da Labtest (Colesterol Total Liquiform). Os
triglicerideos tiveram dosagem determinada através do kit da Labtest (Triglicerideos

GPO-ANA). Todos os resultados foram expressos em mg/g.

3.2.5 Analises do balanc¢o oxidativo

O balanco oxidativo foi analisado através das determinacGes de TBARS e das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), além da enzima
de biotransformacdo a glutationa S-transferase (GST). Todos os parametros foram

quantificados em quadruplicata para cada animal.
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O &cido tiobarbitarico (TBARS) foi utilizado para a determinacdo da
lipoperoxidacdo (LPO), sendo esta tecnica utilizada para medir o nivel de dano dos
lipidios da membrana, ja que o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido (MDA) e outros aldeidos. A determinagdo segue
modificaces propostas por Lima & Abdalla (2001). A concentracdo de TBARS esta
expressa em pmoles. mg de proteinas™. A atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) foi determinada segundo descrito por Boveris et al. (1983), sendo expressa em
unidades por mg de proteinas por minuto. A atividade da enzima catalase foi medida
através da avaliacdo do consumo de perdxido de hidrogénio, sendo a decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio proporcional a atividade da catalase. Dessa forma, a (Boveris &
Chance, 1973). Os resultados estdo expressos em pmoles de H,0,. minuto™. mg de
proteinas™. A atividade da glutationa S-transferase foi medida pelo método de Boyland

& Chasseaud (1969) e expressa em pumoles de CDNB. mg de proteinas™. minuto™.

3.2.6 Analises estatisticas
Os dados foram analisados no programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EUA, 2008) e os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Para
analisar a massa corporal das lagartas e das pupas utilizamos Teste t, dada a
normalidade dos dados (de acordo com o teste de Shapiro-Wilk). O tempo que 0s
individuos permaneceram em cada instar também foi analisado através de Teste t. Para a
analise dos metabolitos ligados ao metabolismo intermediario, dado que estes
apresentavam distribuicdo normal, utilizamos a analise de variancia multivariada
(MANOVA), em que os comportamentos, canibal (C) e ndo canibal (NC) foram as
variaveis independentes, e cada um dos biomarcadores de metabolismo intermediario
constituiram as variaveis dependentes. A analise do balango oxidativo também foi feita

por MANOVA, onde as enzimas e o0 dano oxidativo foram as variaveis dependentes. O
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teste de Bonferroni foi utilizado para os testes par a par, tanto em relagdo aos

metabolitos, quanto ao balango oxidativo.

3.3 RESULTADOS

Todas as analises foram realizadas comparando individuos que enquanto lagartas
de 1° instar apresentaram o comportamento canibal e individuos que ndo apresentaram
esse comportamento. A massa dos ovos ndo difere entre 0s grupos, assim como a massa
corporal das de lagartas de 4° instar e de pupas (Figura 1). Quando comparamos a
quantidade de dias que os individuos permaneceram em cada instar, registramos que as
lagartas de 1° instar que apresentaram comportamento canibal passam mais rapidamente
para o 2° instar (Mann Whitney p= 0,005) em relacdo ao grupo que ndo teve o
comportamento canibal. Em todos os outros episodios de ecdise ndo houve diferenca
entre os grupos (ndo canibal e canibal). Também ndo registramos diferencas entre a taxa

de crescimento entre os grupos ambos mantém a mesma taxa de crescimento (Figura 2).
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Figura 1. Massa de ovos, de lagartas e de pupas. Barras cinza claro (NC) representam
individuos que ndo apresentaram o comportamento canibal enquanto lagarta de 1° instar
e barras cinza escuro (C) representam o0s individuos que apresentaram este
comportamento. Barras representam as médias + desvio padrao.
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Figura 2. Média de tempo (em dias) por instar e taxa de crescimento por grupo. Barras
cinza claro (NC) representam individuos que ndo apresentaram 0 comportamento
canibal enquanto lagarta de 1° instar e barras cinza escuro (C) representam o0s
individuos que apresentaram este comportamento. Barras representam as médias +
desvio padrdo. Letras diferentes acima das barras representam indicam diferenca
estatistica entre os valores médios, para um p<0,05.

Os niveis de proteinas totais, &cido Urico, glicogénio e lactato ndo foram
influenciados pela ocorréncia de oofagia no 1° instar larval. Isto também ocorreu para a

concentracdo de lipidios totais, triglicerideos e colesterol, tanto em lagartas de 4° instar

quanto para pupas (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Niveis de Proteinas totais, cido Urico, glicogénio e lactato por grupo. Barras
cinza claro representam individuos que ndo apresentaram o comportamento canibal
enquanto lagarta de 1° instar e barras cinza escuro representam os individuos que
apresentaram este comportamento. Barras representam as médias + desvio padrao.
Legenda: L4C — lagartas que apresentaram comportamento canibal no 1° instar. L4NC
— lagartas que ndo apresentaram comportamento canibal no 1° instar. PC — pupas de
individuos canibais e PNC — pupas de individuos ndo canibais.
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Figura 4. Niveis de lipidios totais, triglicerideos e colesterol. Barras cinza claro
representam individuos que ndo apresentaram o comportamento canibal enquanto
lagarta de 1° instar e barras cinza escuro representam os individuos que apresentaram
este comportamento. Barras representam as médias + desvio padrdo. Legenda: LAC —
lagartas que apresentaram comportamento canibal no 1° instar. LANC — lagartas que
ndo apresentaram comportamento canibal no 1° instar. PC — pupas de individuos
canibais e PNC — pupas de individuos nao canibais.

Assim como para 0s parametros de metabolismo energético, os biomarcadores
do balanco oxidativo, TBARS, SOD, CAT e GST ndo apresentaram diferencas entre os

grupos (Figura 5).
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Figura 5. Niveis de TBARS, SOD, CAT e GST. Barras cinza claro representam
individuos que ndo apresentaram o comportamento canibal enquanto lagarta de 1° instar
e barras cinza escuro representam os individuos que apresentaram este comportamento.
Barras representam as médias + desvio padrdo. Legenda: L4C - lagartas que
apresentaram comportamento canibal no 1° instar. LANC - lagartas que né&o
apresentaram comportamento canibal no 1° instar. PC — pupas de individuos canibais e
PNC — pupas de individuos ndo canibais.
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3.4 DISCUSSAO

Ambrosen & Petersen (1997) sugerem que os beneficios nutricionais da ingestdo
do ovo pelas lagartas (canibais) podem prover uma fonte de energia ndo disponivel
aquelas ndo canibais favorecendo seu desenvolvimento. As lagartas de 1° instar de
Heliconius erato phyllis que canibalizam o ovo estdo ingerindo compostos muito
diferentes dos constituintes da planta hospedeira (Passiflora). As lagartas que se
alimentam dos ovos da mesma espécie podem obter no primeiro momento de vida,
relacGes Nitrogénio/Carbono maiores do que se houvesse alimentacdo de outra forma.
Além disso, o conteudo bioguimico de conspecificos é bastante diferente da dieta
normalmente utilizada e isto pode ser nutricionalmente vantajoso (Mayntz & Tofft,
2006). Isto corrobora com 0s nossos resultados de tempo de desenvolvimento por instar.

As lagartas que canibalizaram ovos apresentaram desenvolvimento mais rapido,
passando para o 2° instar, em média, aproximadamente dois dias antes dos individuos
que ndo foram canibais. Essa diferenca de tempo possibilita vantagens quanto a
alimentacdo em outras regides da planta hospedeira, visto que o aparelho bucal das
lagartas ao longo do estégio se desenvolve e se fortifica (Kaminski et al., 2002). Alguns
autores também relatam que o canibalismo aumenta a taxa de crescimento de larvas que
comem ovos (Agarwala & Dixson, 1992; Dickinson, 1992). Além disso, Osawa (1992)
afirmou que as larvas de primeiro instar da joaninha, Harmonia axyridis Pallas, se
desenvolveram mais rapidamente depois de comerem ovos especificos.

A relacdo positiva entre a ingestdo do ovo e 0 menor tempo de desenvolvimento
no 1° instar pode também corroborar com os niveis de colesterol menores que
registramos nas lagartas de 4° instar. Apesar da comparagdo sobre 0s niveis de
colesterol entre os grupos ndo apresentar significancia estatistica, estes resultados

corroboram com o tempo de desenvolvimento nesta faixa, de 4° para 5° instar. Nesse
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momento, as lagartas que apresentaram comportamento canibal também sdo mais
répidas em realizar a ecdise do que as ndo canibais. A ecdise € desencadeada ap6s um
aumento no nivel de ecdisona, horménio de muda, que é sintetizada a partir do
colesterol. O colesterol e os fitoesterdis sdo substratos essenciais para a sintese dos
ecdisteroides nas glandulas protordcicas dos insetos. Nos insetos carnivoros, 0
colesterol pode ser absorvido e utilizado diretamente (Enya et al., 2014). H. erato
phyllis ndo é classificada como carnivora, no entanto, enquanto canibaliza o ovo se
comporta como tal. Nestas circunstdncias uma maior quantidade de colesterol é
absorvida e transportada do intestino médio para cada tecido, através da hemolinfa da
lagarta.

N&o registramos diferencas entre a massa dos ovos e a taxa de crescimento, entre
0S grupos canibais e ndo canibais, de lagartas de 4° instar e de pupas. Em Pieris rapae
crucivora também ndo houve diferencas significativas entre as larvas canibalizantes e
ndo-canibalizantes ao longo de todo o periodo larval em relagdo ao tamanho e peso dos
adultos, ou fecundidade das fémeas (Watanabe & Oh'ura, 1997).

Apesar de ndo registramos influéncia nos niveis de proteinas totais, bem como
dos outros componentes bioquimicos (acido drico, glicogénio, lactato, lipidios totais e
triglicerideos) entre os grupos testados, a dieta dos organismos canibais em relagdo aos
ndo canibais foi heteroespecifica. Isto se deve a ingestdo de uma fonte de nutrientes que
ndo é a mesma que a dos individuos ndo canibais, 0 que parece acelerar o tempo de
desenvolvimento do animal. A carga extra de nutrientes fornecidas pela ingesta do ovo
estaria sendo utilizada para acelerar o desenvolvimento do animal determinando assim,
esta auséncia de variagdo nos marcadores de composi¢do bioquimicos aqui observados.

Da mesma forma nossos resultados sobre o balan¢o oxidativo (TBARS, SOD,

CAT e GST) também ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos

114



experimentais (canibais e ndo canibais). Contudo, ndo podemos descartar que este
aporte de vitelo ingerido pelos individuos canibais possa contribuir para capacitar o
sistema antioxidante e de biotransformacdo do organismo frente, por exemplo, a
diferentes tipos de estresse. Experimentos futuros visando testar hipGtese devem ser
delineados. Visto que as fungdes da vitelogenina se estendem além da nutri¢do, existem
inimeros estudos que mostram que ela participa da defesa imune e consegue agir como
receptor de reconhecimento, capaz de identificar microorganismos invasores, além de
também ter atividade antioxidante, que é capaz de proteger o hospedeiro de estresse
oxidativo (Sun & Zhang, 2015). As reservas de vitelogenina podem explicar a
longevidade de muitos insetos, como por exemplo, as abelhas rainhas (Even et al.,
2012). Ja foi relatado também que ela € capaz de reconhecer os danos celulares através
de sua ligagdo a membrana e protegendo células vivas de danos causados por espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Havukainen et al., 2013). No entanto, a ingestdo de ovos
através do comportamento de canibalismo em H. erato phyllis € pouca, e raramente
excede mais de um ovo nas primeiras horas de vida. Isto pode ser fator determinante
para ndo registrarmos significancia nos niveis registrados em lagartas de 4° instar ja que
grande parte do aporte energético ja foi gasto no desenvolvimento e nas atividades.
Outra hipotese a se considerar foi a maior velocidade de desenvolvimento entre o
primeiro e o segundo instar que pode conduzir a uma maior demanda metabdlica e
maior tendéncia de estresse oxidativo, exaurindo assim as reservas/beneficios ganhos
com o canibalismo, mas beneficiando a lagarta na escolha de um microhabitat mais
favoravel para seu desenvolvimento, como citado por Kaminski et al. (2002) e
Watanabe & Oh'ura (1997). Apesar disso, a ingestdo do ovo, além de beneficios na
competicdo por alimento e espaco, pode representar beneficio fisiologico para H. erato

phyllis, principalmente nos primeiros instares. Estudos futuros devem ser delineados
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para avaliar as consequéncias fisioldgicas principalmente nestes instares, visto que em
instares mais afastado do comportamento canibal n&o registramos influéncia nos

parametros testados.
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RESUMO

A borboleta Heliconius ethilla narcaea que habita o sul do Brasil, participa de diversos
anéis miméticos, tanto com espécies do mesmo género, quanto de outros. No sul do
pais, as populacGes da espécie sdo bem estabelecidas em diferentes areas, apesar da
variacdo de temperatura que ocorre entre elas e durante as estacGes do ano. Diante disso,
investigamos parametros fisioldgicos de lagartas de H. ethilla narcaea em duas
temperaturas (19 e 24°C), correspondentes aos meses de primavera caracteristicas de
duas localidades (S&o Francisco de Paula e Porto Alegre/RS), onde a espécie ocorre. As
analises realizadas sobre os biomarcadores do metabolismo intermediario (proteinas
totais, &cido Urico, glicogénio, lipidios e triglicerideos) ndo apresentaram diferencas
significativas, bem como as do balanco oxidativo. No entanto, os niveis de lactato e a
massa corporal das lagartas foram maiores a 19°C, enquanto que os niveis de colesterol
foram maiores nas lagartas mantidas na temperatura mais alta (24°C). Os niveis mais
altos de lactato nas lagartas criadas a 19°C podem estar relacionados com uma maior
atividade de forrageio e/ou pelo uso de trealose estocada no corpo gorduroso a fim de
manter a atividade nestas lagartas gerando possivelmente lactato. O incremento de
colesterol em temperaturas mais elevadas pode estar relacionado a uma maior
necessidade de moléculas estruturais e a sintese de ecdisona para sustentar um aumento
da velocidade de desenvolvimento; o que é corroborado pela menor massa corporal
atingida pelas lagartas. Em ambas as temperaturas, as reservas energéticas (glicogénio,
triglicerideos e proteinas) foram mantidas. Estes resultados sugerem que as borboletas
respondem as condicBes quentes ajustando sua atividade metabdlica e priorizando
através da ingestdo e acUmulo de moléculas antioxidantes oriundas do alimento
(Passiflora edulis); evitando assim um desequilibrio entre a producdo de ROS e as
defesas antioxidantes, ou seja, uma situacdo de estresse oxidativo. Isto reflete a
plasticidade fisiolégica dos individuos da espécie que habitam diferentes lugares com
diferentes climas e conseguem manter suas populagdes por longos periodos do ano.

Palavras-chave: Borboletas; Estresse oxidativo; Lagartas; Metabolismo intermediario;

Variagao de temperatura
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4.1 INTRODUCAO

A maioria das populacbes de borboletas apresenta flutuacdes de acordo com a
variacdo de temperatura que alteram os padrdes de alimentacdo, desenvolvimento e
reproducdo. As borboletas Heliconius (Kluk, 1780) exibem oscilacdes no tamanho
populacional em regides subtropicais (Sobral-Souza et al., 2015). Sabe-se que nas
regides sul e sudeste do Brasil ocorrem declinios no nimero de individuos durante o
inverno e o tamanho populacional se reestabelece a partir da primavera (Ramos &
Freitas, 1999). Isto se deve as alteracdes climaticas locais que podem fazer com que 0s
individuos oscilem devido aos habitos especializados que mantém, e que por
consequéncia das adversidades do ambiente ndo conseguem exercer (Ehrlich & Gilbert,
1973; Berryman, 1996). Apesar de todas as possibilidades intrigantes que possam existir
a cerca da interacdo das espécies de Heliconius com o fator abiotico de temperatura,
esta tematica recebeu pouca ou nenhuma atencdo quanto as implicacbes fisioldgicas.
Este trabalho foi realizado com base nessa necessidade de obtencdo de dados sobre a

espécie H. ethilla narcaea e sobre a interacdo desta com a temperatura no sul do Brasil.

Os processos fisioldgicos que explicam os caminhos que conduzem o0s
organismos a responder a condi¢cbes adversas ou se adaptar as mudangas ambientais
podem ser compreendidos também através do estudo do metabolismo intermediario. O
metabolismo intermediario consiste em uma série de processos bioquimicos complexos,
dos quais os insetos fazem uso na tentativa de equilibrar a homeostasia (Ramzi et al.,
2018). O nivel de nutrientes que se acumula no corpo dos insetos € responsavel por
mudar varios aspectos importantes da vida do animal, como a taxa de crescimento, o
tempo de metamorfose e o desenvolvimento (Mirth & Riddiford, 2007) armazenando ou

liberando componentes centrais para esses eventos.
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Os insetos gastam energia constantemente, e se ndo estdo se alimentando devem
ter reservas acumuladas em periodos de abundancia de alimento. O glicogénio e os
trigliceridios sdo reservas de energia em células animais. O glicogénio pode ser
facilmente degradado sob demanda para ser usado como um combustivel glicolitico
(Arrese & Soulages, 2010). J& os &cidos graxos armazenados como triglicerideos podem
ser utilizados para a produgdo de energia através da B-oxidacdo (Athenstaedt & Daum,

2006).

Os insetos possuem um tipo de tecido solto e geralmente disposto em lobulos
finos que sdo banhados por hemolinfa, o que € vital para 0o organismo se ajustar
adequadamente as mudancas na concentracdo de energia dos precursores em circulacédo
(Arrese & Soulages, 2010). Este tecido estd distribuido por todo o corpo,
preferencialmente sob o tegumento, em torno do intestino e do 6rgao reprodutivo; sendo
conhecido também, como corpo gorduroso. Os tipos celulares encontrados neste tecido
atuam como local de reserva e sintese de proteinas, carboidratos e lipidios. Contudo, 0s
triglicerideos sdo o principal componente das goticulas lipidicas e, no periodo de
alimentacdo essas goticulas ocupam a maior parte do espaco intracelular, juntamente

com glicogénio e com granulos de proteina (Dean et al., 1985).

O armazenamento de 4cidos graxos, na forma de triglicerideos, e de glicose sdo
as reservas mais importantes utilizadas pelos insetos para em varios aspectos incluindo
a sintese de quitina, que é o componente principal da cuticula (Lockey, 1988) e para a
sintese de alcoois de agucar, que sao necessarios para a adaptacédo ao frio (Storey, 1997)
ou a seca (Watanabe et al., 2002). Os acidos graxos servem como precursores de
eicosandides e feromdnios e sdo necessarios em quantidades substanciais para a sintese

de fosfolipidios e ceras importantes na impermiabilizacéo da cuticula (Lockey, 1988).
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Ja os aminodcidos, constituintes das proteinas, sdo derivados da dieta dos insetos
e tém funcbes importantes que incluem a sintese de proteinas estruturais do corpo e do
tegumento, sintese de horménios e de enzimas que participam de reacdes metabdlicas,

sendo que alguns amino&cidos também participam da sintese de &cidos nucleicos.

As analises realizadas neste trabalho também estdo relacionadas a producéo de
espeécies reativas de oxigénio (ERO) e em como essa producdo pode afetar o individuo.
Em proporcdes equilibradas, a natureza altamente reativa desses compostos €
empregada em muitos processos celulares (Hermes-Lima, 2004). As ERO sao formadas
continuamente como subprodutos da respiracdo mitocondrial. No entanto, as
temperaturas mais altas aumentam a taxa metabdlica dos organismos, o que acarreta na
geracdo de mais ERO do que naturalmente é produzido. Essa producdo exacerbada pode
ser prejudicial ao organismo, uma vez que as ERO deixam de participar de varias vias
celulares vitais e comprometem o controle e a sinalizagcdo redox, causando o estresse
oxidativo (Jones, 2006). Para balancear o aumento de producdo de ERO, é acionado e
sistema antioxidante, tanto seu componente enzimatico como 0 ndo enzimatico. O
gerenciamento ocorre tanto na atividade pro-oxidante quanto nas redes de sinalizacédo

mediadas por ERRO (Hermes-Lima, 2004).

Vérias enzimas antioxidantes tém sido caracterizadas em insetos, como
superdxido dismutase, catalase ou glutationa peroxidase (Hermes-Lima, 2004; Jia et al.,
2011; Beaulieu et al., 2015). A Superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do
superéxido (0?) radical em oxigénio molecular (O,), e peréxido de hidrogénio (H-0,).
A Catalase (CAT) remove H,0, apenas em altas concentragOes celulares, porque seu
alto valor de Km reduz a eficiéncia em baixos niveis de H,O, (Ahmad, 1995).
Glutationa é um poderoso antioxidante e fonte de tidis. E também um cofactor

enzimético e tem uma funcdo de desintoxicacdo, o que a torna um dos mais importantes
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antioxidantes intracelulares (Perc-Mataruga et al., 2018). A maioria dos estudos sobre
defesa antioxidante mede as respostas dos insetos frente a exposicéo a pro-oxidantes de

plantas, inseticidas ou poluentes.

O estado do Rio Grande do Sul, na regido sul do Brasil, apresenta clima
oceadnico (Cfa) e clima oceanico temperado (Cfb) com as quatro estagdes com
temperaturas bem caracteristicas (Koppen, 1936). As temperaturas variam desde muito
baixas, caracteristicas do inverno rigoroso a muito altas, no verdo (mais amenas nas
regides de maior altitude). A variacdo de precipitacdo no estado também varia de acordo
com as regides (Alvares et al., 2013). Por apresentar Floresta de Mata Atlantica na sua
composicdo, a regido também é considerada hotspot de biodiversidade, o que reforca a
necessidade de conhecer a biologia de espécies que habitam o local (Ribeiro et al.,
2011). Nestas condicdes de temperatura, do sul do Brasil, a subespécie de H. ethilla que

ocorre € H. ethilla narcaea (Godart, 1819) (Holzinger & Holzinger, 1994).

Em levantamento populacional ja foi registrado que a populacdo de H. ethilla
narcaea diminui em nimero até a auséncia total em quase toda a segunda metade do
ano na regido sudeste do Brasil (Andrade & Freitas, 2005). A acentuada variacdo no
nimero de individuos nesta regido, assim como no RS deve se relacionar com a
variacdo das temperaturas ao longo do ano. Ndo se conhece a temperatura base para o
desenvolvimento de H. ethilla narcaea, porém Dione juno juno (Cramer, 1779) outro
heliconineo que ocorre no RS tem limiar de desenvolvimento estimado de 5,3°C para
ovo, 8,4°C para o estagio de lagarta e 9,0°C para estagio de pupa (Bianchi & Moreira,

2005).

Por isso, estima-se que temperaturas mais baixas, como as do inverno rigoroso
do RS possam impedir o desenvolvimento de H. ethilla narcaea, no entanto, isso ainda

néo foi testado. Sabendo que esta espécie habita varias regides do Rio Grande do Sul e
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que algumas destas apresentam diferencas nas médias de temperatura durante a mesma
estacdo, o presente trabalho investigou o metabolismo intermediario e o balango
oxidativo de lagartas de H. ethilla narcaea em relacdo a média de temperatura de
ocorréncia nos meses de primavera na regido metropolitana de Porto Alegre e em S&o
Francisco de Paula. Por serem 0s meses em que a populagdo comeca a se reestabelecer
no ambiente, surgiu o interesse em investigar se existem diferengas nos parametros
fisioldgicos de individuos que ocorrem em locais diferentes do estado e a influéncia de

pequenas mudancas climaticas locais.

Assim, caracterizamos parametros fisiologicos ligados a composicdo bioguimica
destes animais (proteinas, &cido Urico, lactato, glicogénio, lipidios, triglicerideos e
colesterol), bem como os componentes do sistema antioxidante (superdxido dismutase,
catalase e glutationa S-transferase) e possiveis danos oxidativos, através da
quantificacdo da lipoperoxidacdo, nas lagartas desta espécie. Ressalta-se ainda que
nunca foram estudados estes parametros nas espécies de Heliconius, dessa forma, a
abordagem feita aqui é totalmente original e relevante para o conhecimento, tanto da

espeécie, quanto do género.

4.2 MATERIAL E METODOS

Fémeas de Heliconius ethilla narcaea foram coletadas em Sdo Francisco de
Paula/RS (29°26°32”S 50°37°160), transportadas e mantidas a posteriori, em viveiros
medindo cerca de 2x2x3m localizados em area adjacente ao Departamento de Genética
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil. No interior dos viveiros manteve-se o cultivo de diversas plantas a fim de
simular as condi¢fes naturais do ambiente, bem como Passiflora edulis, planta

hospedeira de H.e.narcaea. As borboletas foram alimentadas diariamente através de
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recipientes com mistura preparada com agua, mel e pdlen (Nardin et al., 2014). O mel é
fonte de glicidios e € necessério para reserva energética do individuo, e o pélen consitui
fonte de proteinas e esté diretamente ligado a fecundidade e longevidade dos individuos

de Heliconius (Harpel et al., 2015).

4.2.1 Testes de temperatura

Os ovos foram coletados diariamente e transferidos para potes contendo
Passiflora edulis, ad libitum para a alimentacdo das lagartas quando da sua ecloséo; as

plantas eram renovadas todos os dias, bem como a limpeza dos recipientes.

Os potes de criacdo das lagartas, foram mantidos em duas temperaturas, 19 e
24°C em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) e sala climatizada,
respectivamente, ambas com o mesmo fotoperiodo (12h de luz: 12h de escuriddo) e
umidade relativa do ar préxima dos 60%. Estas temperaturas foram escolhidas, pois sdo
as gue mais se aproximam das médias apresentadas, apds monitoramento nos meses da
primavera nos anos de 2015 e 2016, em dois municipios de ocorréncia de H. ethilla
narcaea,em S&do Francisco de Paula com média de primavera de 19° C, e em Porto
Alegre (30°04°13”S 51°07°10”0), cuja média de primavera ¢ de 24° C (Tab. 1 do
material suplementar). O desenvolvimento foi acompanhado e somente individuos
saudaveis do 5° instar foram analisados. Nesse instar as lagartas foram pesadas,
crioeutanasiadas e utilizadas para as analises de metabolismo intermediario e balanco

oxidativo.
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4.2.2 Analises do metabolismo intermediario

Os parametros metabdlicos e do balanco oxidativo foram realizadas com lagartas
de 5° instar de no maximo, 24h. Estas analises envolveram a avaliacdo dos niveis de
proteinas, acido Urico, lactato e glicogénio em quatro lagartas mantidas a 24°C e trés a
19°C. Para avaliacdo dos lipidios, dos triglicerideos e do colesterol foram utilizadas
outras quatro lagartas para 24°C e trés para 19°C. Sendo cada um dos parametros
quantificados em quadruplicata para cada animal.

A extracdo do glicogénio seguiu o método de (Van Handel, 1965), sendo
quantificado como glicose apds hidrolise acida (HCI) e neutralizacdo (Na,COs3)
utilizando-se o kit da Labtest (glicose PAP Liquiform), segundo o método da glicose
oxidase. As proteinas foram quantificadas segundo método descrito por (Beyer, 1983).
O é4cido Urico foi determinado através do Kit da Labtest (Acido Urico Liquiform); para
a quantificacdo do lactado também foi usado Kit comercial da labtest. Os lipidios,
trigliceridios e colesterol teciduais foram extraidos pelo método do cloroférmio e
metanol na proporc¢do 2:1, segundo o método de (Folch & Lees, 1957). A dosagem de
lipidios totais se deu conforme o método descrito por (Frings & Dunn, 1970) e a do
colesterol total conforme o kit da Labtest (Colesterol Total Liquiform). Os triglicerideos
tiveram dosagem determinada através do Kit da Labtest (Triglicerideos GPO-ANA).

Todos os resultados foram expressos em mg/g.

4.2.3 Analises do balanc¢o oxidativo

O balanco oxidativo foi analisado através das determinacdes de TBARS e das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) em seis lagartas de 5° instar que foram mantidas a temperatura de
24°C e quatro lagartas mantidas a temperatura de 19°C. Todos os parametros foram

quantificados em quadruplicata para cada animal.
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O &cido tiobarbitarico (TBARS) foi utilizado para a determinacdo da
lipoperoxidagdo (LPO), sendo esta técnica utilizada para medir o nivel de dano dos
lipidios da membrana, ja que o acido tiobarbiturico reage com os produtos da LPO,
entre eles o malondialdeido (MDA) e outros aldeidos. A determinagdo segue
modifica¢bes propostas por (Buege & Aust, 1978). A concentracdo de TBARS esta
expressa em pumoles.mg de proteinas-1. A atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) foi determinada segundo descrito por (Boveris et al., 1983), expressa em unidade
de mg por proteina por minuto. A decomposi¢do do peroxido de hidrogénio é
proporcional a atividade da catalase. Dessa forma, a atividade da enzima catalase foi
medida através da avaliacdo do consumo de perdxido de hidrogénio (Boveris & Chance,
1973). Os resultados estdo expressos em pmoles. minuto?. mg de proteinas® A
atividade da glutationa S-transferase foi medida pelo método de Boyland & Chasseaud

(1969) e expressa em pmoles. minuto™. mg de proteinas™ .

4.2.4 Anélises estatisticas
Os dados foram analisados no programa SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

EUA, 2008) e os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo. Para analisar a
massa corporal das lagartas utilizamos Teste t, dada a normalidade dos dados (de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk). Para a analise dos metabolitos ligados ao metabolismo
intermediario, dado que estes apresentavam distribuicdo normal, utilizamos a analise de
variancia multivariada (MANOVA), em que a variacao da temperatura (24 e 19°C) foi a
variavel independente, e cada um dos sete biomarcadores de metabolismo intermediario
constituiram as variaveis dependentes. A analise do balango oxidativo também foi feita
por MANOVA, onde as enzimas e o dano oxidativo foram as variaveis dependentes. O
teste de Bonferroni foi utilizado para os testes par a par, tanto em relagdo aos

metabdlitos, quanto ao balango oxidativo.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Metabolismo intermediario

A Manova realizada entre 0s dois tratamentos e as sete variaveis dependentes foi

significativa (AWilks= 0,001 p= 0,042 e poténcia observada de 0,771), indicando que

existe diferenca nos niveis dos biomarcadores em relacdo a temperatura em que o

organismo foi mantido (Tab. 2 do material suplementar). Quando comparamos aos

pares através do teste de Bonferroni, os niveis dos metabolitos energéticos, proteinas

totais, &cido urico, glicogénio, lipidios totais e triglicerideos ndo diferiram entre as

lagartas mantidas nas duas temperaturas (Fig. 1 e 2). No entanto, os niveis de lactato das

lagartas mantidas a temperatura de 24°C foi menor do que das lagartas em 19°C

(p=0,000); j& para os niveis de colesterol observamos que estes foram maiores em

lagartas mantidas a 24°C (Fig. 1 e 2). A massa corporal, nas lagartas mantidas na maior

temperatura foi menor (Teste t p=0,042) (Fig. 1).

Proteinas totals
18
a
16 I a4
14 4
12 l
=10
B
E &
6 4
4 4
0 '
19°C 4%
Glicogénio
14
12 4 2 L4
x 4
=08
=2
206 [
04
02
0|
19°C 24°C

my's

o e

0,045
0.04
0,035
0.03

20,023 1

g om
0,015
0.01
0,005

Acido Urico

Lactato

1°C

uC

20°C

132



Fig. 1. Niveis de proteinas totais, acido Urico, glicogénio e lactato em homogeneizado
total de lagartas de H. ethilla narcaea do 5° instar mantidas a temperaturas de 24°C
(barra cinza) e 19°C (barra branca). As barras representam as médias + desvio padréo.
Letras diferentes acima das barras indicam diferenca significativa entre os valores
médios para um p< 0,05.
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Fig. 2. Niveis de lipidios totais, triglicerideos e colesterol em homeogeneizado total, e a
massa corporal de lagartas de H. ethilla narcaea do 5° instar mantidas a temperaturas
de 24°C (barra cinza) e 19°C (barra branca). Barras representam as médias + desvio
padrdo. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca significativa entre os
valores médios.

4.3.2 Enzimas antioxidantes e peroxidacéo lipidica

Dada a normalidade dos dados obtidos das analises dos biomarcadores do
balanco oxidativo, realizamos a MANOVA, sobre a qual ndo obtivemos significancia
nos dados (AWilks= 0,525 p= 0,437 e poténcia observada de 0,175). Esse resultado
indica que os marcadores do balango oxidativo dos organismos testados ndo foram

influenciados pelas temperaturas na qual foram mantidos. A comparacdo dos pares de
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tratamento (19 e 24° C), para a atividade das enzimas antioxidantes e os niveis de

lipoperoxidacdo também ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Fig. 3).
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Fig. 3. Niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS), Superoxido dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa S-transferase (GST) de lagartas de H. ethilla narcaea do 5° instar
mantidas a temperaturas de 24°C (barra cinza) e 19°C (barra branca). Barras
representam as médias + desvio padrdo. Letras diferentes acima das barras indicam
diferenca significativa entre os valores médios para um p< 0,05.

4.4 DISCUSSAO

A maioria dos organismos ocupa ambientes térmicos variaveis, experimentando
desafios importantes para os principais componentes da aptiddo, como a sobrevivéncia e
a reproducdo (Karl et al., 2012). A temperatura funciona entdo como um agente seletivo
(Hoffmann & Hercus, 2000; Clarke, 2003) e o entendimento dos mecanismos através
dos quais 0s organismos respondem a variacdo ambiental € importante. Pesquisas neste
contexto tém recebido crescente atencdo devido a rdpida mudanca climética induzida
pela humanidade (Dahlhoff & Rank, 2007). As metodologias que permitem relacionar
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as funcbes moleculares e fisiologicas cresceram nos ultimos anos, no entanto, ainda
existe uma quantidade muito baixa de trabalhos que analisam estes pardmetros em
borboletas (Beaulieu et al., 2015) e mais escassos ainda os que investigam a fisiologia

das borboletas da América Neotropical (Moreira & Hermes-lima, 2012).

Determinamos os niveis de alguns marcadores do metabolismo intermediario
(proteinas, acido urico, glicogénio, lactato, lipidios, triglicerideos e colesterol) em
lagartas de quinto instar mantidas desde o ovo em duas temperaturas diferentes (19 e
24°C). Por conta da gquase auséncia de trabalhos sobre 0 metabolismo intermediario em
borboletas do género Heliconius, ndo dispomos de valores de referéncia desta fase do
desenvolvimento em diferentes espécies para uma comparacdo. O Unico estudo
desenvolvido com Heliconius foi feito por (Arisi, 2016) que analisou 0s mesmos
parametros do metabolismo intermediario desde pupas até adultos, pés-copula, em
Heliconius erato phyllis. Nossos resultados diferem daqueles verificados por (Arisi,
2016) para pupas 24h, o que denota um padréo fase especifico e possivelmente espécie-
especifico. O que talvez possa estar associado a algumas especificidades de distribuicédo
geografica e interacbes de habitat entre as espécies deste género (Heliconius),

experimentos futuros devem ser performados para aprofundar tal hipétese.

Nossos resultados revelaram diferencas significativas nos niveis de lactato e
colesterol entre as duas temperaturas testadas, associado a manutencdo dos niveis dos
demais marcadores do metabolismo intermediario. Cabe ressaltar que as borboletas sdo
insetos holometabolos e como tais, durante os instares larvais a principal atividade
destes animais € alimentar-se e acumular reservas energéticas para realizar a
metamorfose, bem como para fornecer reservas para o adulto (Mirth & Riddiford,
2007). Esta caracterista pode justificar o padrao aqui encontrado para lagartas que foram

mantidas desde o ovo até o quinto instar. Isto evidencia uma plasticidade de adaptagdo
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na faixa de variagdo de temperatura testada e conduz o animal a maximizar o acumulo
de reservas endogenas a fim de garatir o sucesso no desenvolvimento. Estes resultados
também reforcam a hipotese de que temperaturas mais baixas, como as do inverno
rigoroso do RS possam impedir o desenvolvimento de H. ethilla narcaea e assim,

restringir sua distribuicdo ou condicionar esta a ocorréncia ocupacdo de microhabitats.

Embora relatado em poucos insetos, o lactato € o principal produto final do
metabolismo anaerdbio. Os niveis de lactato registrados no nosso experimento foram
maiores nas lagartas mantidas a temperatura de 19°C, o que nos permite sugerir que as
lagartas mantenham uma atividade de forrageio mais elevada que aquelas expostas a
24°C e que este metabolito, esteja elevado em funcdo de uma atividade digestoria mais
alta. (Miyagi et al., 2013) descobriu que larvas do Coloptera Gastrophysa atrocyanea
que alimentam-se de plantas ricas em oxalato, possuem um mecanismo unico para
acumular quantidades elevadas de lactato. No mesmo estudo os autores relatam que
lagartas da borboleta Papilio machaon alimentada com erva-doce (Foeniculum vulgare)
também, acumularam lactato. Nao podemos descartar que 0 mesmo mecanismo seja o
responsavel pelo aumento dos niveis de lactato em H. ethila narcea mantidas em 19°C
ja que Passiflora edulis também possui oxalato (Beraldo & Kato, 2010). Isto parece ser
corroborado pelos maiores valores de massa corporal encontrados em lagartas também

mantidas nesta temperatura (19 C).

Dentro deste contexto, ndo podemos esquecer que a trealose € o mais importante
acucar presente na hemolinfa dos insetos, sendo esta um dissacarideo ndo redutor
sintetizado pela acdo combinada de duas enzimas (trealose-6-fosfato sintase e a
trealose-6-fosfato fosfatase) que catalisam a sintese de trealose no corpo gorduroso a
partir de dois intermediarios da glicolise, a glicose-1-fosfato e a glicose-6-fosfato. Ela

serve como uma fonte energética circulante, tal como a glicose o faz no sangue dos
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vertebrados. Além disto, este acUcar atua como componente estrutural e de transporte,
serve para a protecdo de membranas e proteinas contra efeitos adversos de estresse, tais
como calor, frio, dessecacdo, anoxia e, em alguns casos, parece ser importante na
eclosdo de ovos (Pessoa et al., 2017). Assim, 0os maiores niveis de lactato verificados
nos animais mantidos a 19° C podem também, ser resultado do uso de trealose para a
producdo de energia para sustentar o padrédo de atividade e o desenvolvimento dos
animais nesta fase. Qualquer uma das estratégias descritas para explicar o incremento
dos niveis de lactado seria vantajosa, pois 0s animais conseguiriam manter suas reservas
de glicogénio. Além do glicogénio, tanto os triglicerideos como as proteinas foram
mantidos constantes independente da temperatura na qual as larvas foram cultivadas; o
que novamente nos permite sugerir um papel chave para a trealose como substrato

energeético nesta fase do desenvolvimento.

O lactato, por exemplo, acumula-se no musculo da tibia extensora de gafanhotos
durante o salto (Harrison et al., 1991). Desta forma, também é possivel que as lagartas
tenham acionado recursos energéticos para suprir essa atividade muscular. Assim sendo,
a atividade muscular das lagartas de H. ethilla narcaea a 19°C provavelmente tenham
utilizado a producdo de lactato anaerdbio para a geracdo de ATP, assim como descrito
para os musculos segmentais de larvas de coledpteros e também de Lepidoptera (Géde,
1985). A producdo do lactato anaerdbio se da através da Lactato Desidrogenase (LDH),
enzima glicolitica importante em quase todos os tecidos animais e que esta envolvida na

producdo de energia (Kaplan & Pesce, 1996).

Sabendo que altas temperaturas aceleram o desenvolvimento e
consequentemente os processos de ecdise, diminuindo os intervalos entre cada uma das
ocorréncias. O aumento do colesterol nos animais mantidos desde o ovo até o quinto

instar em uma temperatura mais elevada talvez esteja associado a uma maior sintese do
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hormonio ecdisona para garantir 0os processos de crescimento e um maior aporte de
colesterol para sustentar as necessidades estruturais dos animais. Ao longo do cultivo
experimental, ndés observamos que o0s animais mantidos em temperatura mais baixa
(19°C) iniciaram sua eclosdo cerca de trés dias apds observarmos a primeira eclosdo
entre 0s ovos mantidos a 24 ° C, reforcando assim, nossa hipotese de desenvolvimento

mais rapido para os animais mantidos em temperaturas mais elevadas (24° C).

Contudo, ndo podemos quantificar ou calcular a taxa de crescimento, pois 0s
animais de cada grupo experimental foram mantidos de forma agrupada. Bavaresco et
al. (2002) estudando as exigéncias térmicas da mariposa Spodoptera cosmioides relata
que o desenvolvimento pode ser acelerado quando o animal se encontra préximo de sua
temperatura Otima, apesar de poder viver em uma faixa mais ampla de variacdo de
temperatura. Os estudos de Rawlins & Lederhouse (1981) e Zalucki (1982) mostraram
que as larvas de monarcas ndo se desenvolvem a temperaturas abaixo de 10° C ou acima
de 34° C. As monarcas geralmente desenvolvem-se mais rapido em temperaturas mais
altas, como as que experimentam em ambiente natural (27° C), demorando
aproximadamente 12 dias para passar por todos os cinco instares, e agquelas criadas em

temperaturas cada vez mais baixas, levando mais tempo.

Estudos com larvas de Drosophila melanogaster mostraram que a presenca de
um gene mutante que dificultava a absorcdo de colesterol adquirido através da dieta
resultou na morte das larvas durante os instares iniciais do desenvolvimento (Voght et
al., 2007). Da mesma forma, a reducdo na concentracdo de colesterol na hemolinfa do
noctuideo Spodoptera litura causou um atraso no desenvolvimento das lagartas até a
formagéo da pupa (Guo et al., 2009). Esses resultados indicam que o colesterol tem um
papel importante no processo de desenvolvimento dos insetos imaturos até adultos, seja

como precursor hormonal ou como uma molécula estrutural. O processo de
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desenvolvimento é essencialmente regido pelo horménio ecdisona (20-hidroxiecdisona
ou 20-HE) (Schwedes & Carney, 2012) e as sinaliza¢des para o controle da muda sé&o
bem conhecidas em diferentes insetos (D. melanogaster, A. aegypti, Manduca sexta,

Blattella germanica e Tribolium Casteneum) (Majerowicz & Gondim, 2014).

A temperatura também influencia na qualidade do alimento e nas taxas de
consumo em insetos herbivoros. A analise sobre os pesos das lagartas mostram que 0s
individuos mantidos em temperaturas mais baixas apresentaram maior massa corporal
do que as mantidas em temperaturas maiores. De fato, durante o experimento, as
lagartas ndo tinham risco de predacdo, como teriam na natureza e a alimentacdo foi
oferecida ad libitum. Os dados obtidos se relacionam positivamente aos registrados por
(Stamp, 1990), quando registrou menos biomassa em lagartas de Manduca sexta criadas
em temperaturas mais quentes. Muitos estudos ja relataram que em temperaturas mais
quentes, geralmente as taxas de crescimento sdo maiores do que em temperaturas mais
baixas, ou amenas (Reynolds & Nottingham, 1985), o que (Levesque et al., 2002)
corrobora com seus dados, através das analises com lagartas de Malacosoma disstria de
4° instar em trés temperaturas (18, 24 e 30°C). Além disso, ja foi também registrado
gue quanto maior a taxa de crescimento, menor é o tempo gasto no instar (Stamp, 1990;
Levesque et al., 2002; Zipkin et al., 2012). No entanto, a relagcdo entre as taxas de
crescimento, tempo no instar e massa corporal é regulada por processo neuroenddcrino
que define primeiramente um peso critico para a realizacao do inicio da muda ou ecdise
e posteriormente o tempo de crescimento para a obtencdo do peso critico (Levesque et
al., 2002). Além de aumentar as taxas de crescimento e diminuir a massa corporal das
lagartas, as temperaturas mais altas também reduzem a massa pupal (Lemoine et al.,

2015).
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Apesar da diferenca de temperatura em que os animais foram cultivados (19 e
24° C), eles conseguem manter o sistema antioxidante sem variacGes significativas na
atividade das enzimas estudadas (SOD, CAT e GST), o que se reflete na auséncia de
variacdo nos niveis de lipoperoxidacdo. Ndo podemos descartar que outras enzimas
antioxidantes ndo quantificadas, como a glutationa peroxidase e a glutationa redutase,
elou as defesas antioxidantes ndo enzimaticas estejam intermediando esta resposta.
Outra possibilidade é que esteja ocorrendo dano oxidativo sobre as proteinas e/ou outros
componentes celulares. Contudo, ressaltamos a auséncia de mortalidade ao longo do

experimento.

O aumento da temperatura afeta todos 0s organismos vivos, estimulando todos
0s processos metabodlicos de acordo com os principios termodindmicos conhecidos
(Lushchak, 2011). Contudo, os animais podem ser capazes de corrigir possiveis
desequilibrios como a producdo de ERO, regulando positivamente suas defesas

antioxidantes enddgenas e/ou podem responder com mudangas comportamentais.

O ajuste comportamental mais descrito pela bibliografia é de que animais
expostos a condi¢des de calor evitam o uso fisiologico das defesas antioxidantes
buscando um habitat mais favoravel em relacdo a temperatura. No entanto, para que isso
possa ocorrer o ambiente precisa fornecer reflgios, como areas sombreadas e tocas. 1sso
se torna bastante problematico em locais onde a variabilidade térmica € baixa (Huey et
al., 2012). Sendo adverso também, para os individuos imaturos, como as lagartas, que
dispdem de locomocao limitada. No presente estudo, nao foi ofertada a possibilidade de
refigios para as lagartas, impedindo que estas busquem um ambiente mais favoravel, o
gue nos permite sugerir que estes animais diminuem sua atividade metabdlica na
temperatura mais elevada de cultivo (24° C) a fim de evitarem uma situacéo de estresse

oxidativo. Outros autores também propuseram uma reducdo da atividade fisica
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diminuindo assim a producdo de ERO, ja que a busca por melhores condi¢Bes deve
aumentar ainda mais a taxa metabolica (Gannon et al., 2014; Beaulieu et al., 2015). Este
padrdo também reflete uma plasticidade fisiologica dos individuos de Helliconius ethila
narcea que habita diferentes lugares com diferentes climas e consegue manter suas
populagbes por longos periodos do ano. Da mesma forma Beaulieu et al. (2015)
mostrou em lagartas de Bicyclus anynana, mantidas a 25°C e 33°C, que o dano
oxidativo (TBARS) ndo aumentou com o aumento da temperatura; sugerindo que além
da reducdo da atividade nesta faixa de temperatura a espécie ndo apresenta danos

moleculares, como ja documentado também em moscas domésticas (Sohal et al., 1993).

As plantas de Passiflora sdo bem protegidas quimicamente, tendo sido descrita a
presenca de flavonoides, alcaloides, glicosideos cianogénicos, assim como a presenca
de taninos e saponinas (Castro et al., 2018). Visto que muitas destas moléculas sao pro-
oxidantes pode-se sugerir uma capacidade antioxidante e/ou do sistema de
biotransformacdo mais eficiente nestes animais. Contudo, 0s mesmos autores relatam
que as heliconiinas podem sintetizar os préprios glicosideos cianogénicos, apresentando
capacidade de lidar com esses compostos, o que foi provavelmente uma das adaptacdes
mais cruciais que permitiram ao ancestral destas borboletas se alimentarem de
Passiflora. De fato, j& foi demonstrado que as larvas de Heliconius podem sequestrar
glicosideos cianogénicos e alcaldides de suas plantas hospedeiras e utiliza-los para seu
préprio beneficio. Além disto, Rudnicki et al. (2007) demonstraram que extratos
foliares de P. alata e P. edulis possuem potentes propriedades antioxidantes in vitro e ex
vivo de mamiferos, e podem ser considerados como possiveis novas fontes de
antioxidantes naturais, sendo a atividade antioxidante diretamente correlacionada com o
elevado teor de polifendis presentes nestes extratos. Assim, outra possibilidade que

pode explicar nossos resultados de balango oxidativo, seria 0 aumento da ingesta e/ou
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absorcdo e/ou acumulo de moléculas antioxidantes obtidas das folhas de Passiflora
edulis pelas lagartas de H. ethila narcea, a fim de obterem ndo s6 nutrientes, mas
principalmente moléculas antioxidantes. Beaulieu et al. (2015) observaram que
borboletas adultas de Bicyclus anynana mantidas a 25°C e 33°C quase dobraram a
ingestdo de polifenois nas condi¢cdes mais quentes, além de reduzirem a atividade de
voo. Curiosamente, estas borboletas aumentaram a ingestdo de polifendis pela manhg,
quando também consumiram recursos energéticos (agucar). O aumento da ingestdo de
polifendis nas manhas quentes levou a diminuicdo da ingestdo de agtcar no meio do dia,
0 que pode ter contribuido para reduzir a atividade de v6o naguele momento. No geral,
ISSO sugere que B. anynana priorizou a ingestao de polifenol sobre a ingestdo de energia
(e seus beneficios associados) sob condi¢Ges quentes. Em nosso estudo ndo oferecemos
outro recurso alimentar as larvas que ndo fossem folhas de Passiflora edullis. Da
mesma forma que o verificado em nosso estudo com H. ethila narcea a temperatura ndo
afetou as defesas antioxidantes enddgenas (medidas pela atividade da superoxido
dismutase) e ndo aumentou o dano oxidativo em Bicylus anynana (Beaulieu et al.,
2015). Zalucki (1982) e York & Oberhauser (2002) afirmam que ovos e lagartas de
borboletas monarca sdo mais resistentes a altas temperaturas do que as pupas. As
caracteristicas encontradas para a resposta do balanco oxidativo, incluindo a atividade
da GST nos permite sugerir um possivel trago de processo co-evolutivo entre a planta
(Passiflora edulis) e seu hospedeiro (H.e.narcea) que merece ser investigado no futuro

como ja sugerido por (Castro et al., 2018) para outros aspectos desta interacéo.

Estes resultados sugerem que as borboletas respondem as condigdes quentes
ajustando possivelmente seu comportamento, sua atividade metabdlica e priorizando,
através da ingestdo e acimulo de moléculas antioxidantes que podem ser oriundas do

alimento ofertado (Passiflora edulis). Mantendo assim, suas reservas energéticas
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(glicogénio, triglicerideos e proteinas), além de evitarem um desequilibrio entre a
producdo de ERO e as defesas antioxidantes através do incremento do sistema
antioxidante ndo enzimatico. Isto reflete a plasticidade fisiologica dos individuos da
espécie que habitam diferentes lugares com diferentes climas e conseguem manter suas

populacdes por longos periodos do ano.
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Tab. 1. Médias de temperaturas maximas e minimas em S&o Francisco de Paula e Porto

Alegre (RS), desde a primavera de 2015 ao verdo de 2017. As médias e desvio padrao

foram calculados sobre as temperaturas dos meses que compdem a estacao.

Séo Francisco de Paula Porto Alegre
ANO MES Temp.madx  Temp.min  Temp.madx  Temp.min
°C °C °C °C
SET 17,6 10,3 21,5 13,7
ouT 18,1 11,1 23,2 15,1
Primavera NOV 19,9 13,2 24,9 17,1
2015 DEZ 23,2 15,9 29 20,3
média 19,7 12,6 24,6 16,5
desv.padréo 2,19 2,16 2,78 2,47
JAN 24,6 17,2 31,1 20,5
. FEV 25,2 18 31,4 21,1
yoreo MAR 21,6 15,4 26,9 18,6
média 23,8 16,8 29,8 20
desv.padréo 1,57 1,08 2,05 1,06
ABR 22,7 15,7 27,1 19,1
MAI 14,4 9 19 11,4
Inverno JUN 13 6,1 16,3 7,7
2016 JUL 16 8,4 18 10,9
AGO 17,2 9,9 20,9 11,9
média 16,66 9,82 20,26 12,2
desv.padréo 3,33 3,19 3,73 3,74
SET 17,6 8,8 20,2 11,4
ouT 19,5 11,3 23,7 15,2
Primavera NOV 21,4 12 26,2 15,8
2016 DEZ 23,8 15,4 29,7 19,7
média 20,5 11,8 24,9 15,5
desv.padréo 2,29 2,35 3,47 2,94
JAN 26 18 30,5 21,4
3 FEV 27 18 31,2 22,2
\£8r1a70 MAR 27 18 28,1 19,3
média 26,6 18 29,9 20,9
desv.padréo 0,47 0 1,32 1,22
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Tab 2. Andlises estatisticas do balanco metabdlico e oxidativo realizado nas lagartas lagartas

de H. ethilla narcaea do 5° instar mantidas a temperaturas de 19°C e 24°C. *significancia

estatistica de p<0,05.

Biomarcador ~ Temperatura i S{]/sliolilzo Levene h?il\z;?i(l)l\(/j p Bonferroni
Prggizas ;ig i gﬁg: 0359 0001 0002 0,366
Acido Urico ;Zg i 8;22 0,839 0,665
Glicogénio ;Z:g j gég; 0,119 0,193
Lactato ;Zog j gégj 0,181 0*
Lig{giigs ;Zg i 82% 0222 0061 0025* 0,155
Colesterol ;Z:g i 00’56837 0,49 0,012*
Triglicerideos ;Z:g j gig; 0,815 0,285
TBARS ;Z:g g ggég 0,222 0,525 0,437 0,55
GST ;Z:g g 0%9094 0,191 0,846
SOD ;Z:g g 8222 0,525 0,928
CAT ;Zg g 06?0533 0,054 0,193
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta Tese buscou compreender alguns aspectos fisiologicos e morfoldgicos de
borboletas Heliconius no sul do Brasil que possam estar relacionados a relagdo
mimética e a distribuicdo de algumas espécies do sul do Brasil. Para isso utilizamos trés
espécies, H. besckei e H. erato phyllis, pertencentes a clados distintos e que formam par
mimético, e H. ethilla narcaea do mesmo clado de H. besckei. Todas podem ser

simpatricas nas regides em que ocorre H. besckei, acima de 700m de altitude.

Inexistem estudos sobre a Fisiologia, caracteristicas de voo e dispersdao de H.
besckei. No&s investigamos se esta espécie convergiu padrbes fisiologicos e
morfolégicos em relacdo a sua espécie mimética H. erato phyllis. Nossos resultados
mostraram que além do padrdo de coloragdo das asas, as duas espécies, embora
distantes filogeneticamente (H. besckei pertence ao clado silvaniforme e H. e. phyllis ao
clado de acasalamento pupal), compartilham outras caracteristicas. Estas caracteristicas
como a forma e o tamanho das asas e a massa corporal (térax e abdémen), além de
alguns marcadores do balanco oxidativo (TBARS, SOD e GST) e do metabolismo
energético (proteinas totais, lipidios totais, triglicerideos, colesterol e glicogénio) sdo
convergentes entre as espécies miméticas. A semelhanca dessas caracteristicas reforca
0 padrdo do par mimético e distancia H. besckei de H. ethilla narcaea em relacéo a estes

parametros.

Nos ambientes em que as trés espécies sdo simpatricas, o fenétipo de coloracdo
das asas com mancha vermelha é reforcado pela ocorréncia das duas espécies (H.
besckei e H. e. phyllis). Os predadores evitam esse padrédo de coloragdo por conta da
aprendizagem sobre a impalatabilidade destas borboletas. Além disso, como mostramos

nos nossos resultados outras caracteristicas podem ser cooptadas para reforgar o padrdo
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de aviso. O tipo de voo flaping, por exemplo, que ambas miméticas apresentam e que
difere do voo plano de H. ethilla narcaea, reforga nossos resultados para a composi¢éo
bioguimica dos animais, j& que o voo flaping exige o maior gasto energético dentre os

dos voos das borboletas.

Contudo, a peculiaridade de H. besckei em relagdo as outras duas espeécies,
relacionada a ocorréncia exclusiva, em areas de maiores altitudes e mais baixas
temperaturas, pode fazer com que alguns dos outros parametros que avaliamos tenham
diferencas. A area mitocondrial maior nesta espécie pode estar indiretamente ligada a

menor atividade da catalase e de niveis mais baixos de lactato.

Os resultados obtidos no capitulo 1 corroboram com os obtidos no capitulo 2
para a avaliacdo do voo das trés espécies. Seguramente outros fatores sdo importantes
para manter o mimetismo. No entanto, ainda ndo se conhece a historia de vida de H.
besckei e por isso ndo é possivel afirmar que outras caracteristicas além destas testadas
ndo sejam semelhantes em relacdo a H. ethilla narcaea. Os resultados obtidos através de
animais coletados diretamente do ambiente podem apresentar alguma variacdo, no
entanto, mesmo assim foi possivel identificar diferencas entre as espécies. Estudos
futuros podem envolver criacdo de animais em laboratério e avaliar todo o
desenvolvimento como forma de identificar diferencas ou semelhancas pontuais em
determinados momentos do desenvolvimento. Além disso, podemos sugerir também
avaliar a dispersdo e o home range de H. besckei e de H. ethilla narcaea para
complementar as avaliacdes fisioldgicas e morfoldgicas sobre o voo que realizamos

aqui.

NOs tinhamos também o objetivo de investigar os parametros fisiolégicos em
relacdo a temperatura de ocorréncia das espécies. No entanto, devido a diversas

intempéries, realizamos somente com a espécie H. ethilla narcaea. Esses resultados nos
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mostraram que existe uma influencia da temperatura sobre os parametros fisioldgicos
estudados para a espécie. As lagartas que mantivemos em 19°C apresentaram uma
maior massa corporal em comparagdo com as lagartas mantidas a 24°C. Isto demonstra,
possivelmente, uma modulacdo da atividade metabolica, do forrageio e/ou do
aproveitamento dos nutrientes advindos da dieta (Passiflora edulis), o que levou a um
incremento dos niveis de lactato nas lagartas mantidas em mais baixas temperaturas e a
uma possivel auséncia de estresse oxidativo (medida pelos niveis de TBARS) aliada a
niveis mais elevados de colesterol nas lagartas mantidas na mais alta temperatura.
Sugere-se que em estudos futuros, sejam realizados experimentos frente a temperatura
com uma faixa mais ampla de variacdo desta variavel, além de outras espécies de
Heliconius, como forma de avaliar a plasticidade dos individuos em relacdo ao ambiente

em ocorrem e as variagdes climéticas a que sdo submetidos.

Nossos resultados para avaliacdo das consequéncias fisiologicas do canibalismo
em H. erato phyllis mostraram que os niveis de metabdlitos e de marcadores do balanco
oxidativo se mantém sem influéncia, tanto em lagartas quanto em pupas. Sabe-se que 0
desenvolvimento de lagartas de Lepidoptera é bastante dispendioso em termos de
energia. No entanto, a ingesta de nutriente diferente da herbivoria ocorre somente no
primeiro instar, por ingestdo do ovo. As lagartas de 1° instar que foram canibais
passaram mais rapidamente para o 2° instar e consequentemente se estivessem em
ambiente natural teriam vantagem sobre o forrageamento da planta hospedeira. Em
estudos futuros sugere-se que sejam realizadas analises sobre os primeiros instares
larvais quanto aos parametros estudados. Nosso estudo é pioneiro em avaliacGes nesse
ambito com o género Heliconius, dessa forma a originalidade desses resultados
auxiliard na compreensdo de inimeros fatores sobre o grupo que ainda ndo foram

elucidados, bem como de outros que surgir&o.
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