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Resumo

A espécie Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietr, pertencente a familia Piperaceae,
€ uma planta amplamente conhecida, cuja ocorréncia vai desde o México até a
América do Sul. Estudos fitoquimicos anteriores revelaram a presenca de
compostos de diversas classes, como: lignanas, flavonoides, amidas,
compostos fendlicos e cromenos, 0s quais demonstraram atividade biol6gica
bastante promissora. Este trabalho aborda a analise metabolémica de
Peperomia obtusifolia, que visa estudar em tempo real o metabolismo desta
espécie em diversos tipos de cenarios. Entretanto, para que este estudo fosse
realizado, primeiramente foi desenvolvido um protocolo padrdo, capaz de
preparar amostras de maneira reprodutivel, possibilitando assim uma andlise
metabolémica que gerasse resultados fidedignos. Posteriormente foi realizado
o estudo metabolémico de Peperomia obtusifolia e suas variedades, por
andlise de fingerprinting, que visa caracterizar os perfis metabdlicos de cada
organismo. Além disso, também foi avaliado o metaboloma da espécie frente
ao estresse bibtico provocado pela herbivoria do besouro Monoplatus sp. As
andlises das amostras foram realizadas por meio de RMN de 'H (cujos dados
foram interpretados por PCA), espectrometria de massas, CLAE, CG e
técnicas hifenadas. Como resultado, descobriu-se que apesar das variedades
de Peperomia obtusifolia pertencerem a mesma espécie, elas possuiam
metabolomas diferentes. J4 em relacao ao estudo de estresse bidtico aplicado
a planta, foram detectadas nas plantas predadas, alteracbes nos perfis
metabolédmicos, configurando-se uma resposta contra o ataque provocado.
Considera-se um resultado de maior importancia, o fato de que plantas intactas
que estavam préximas as predadas, responderam ao ataque de maneira
semelhante, indicando assim, uma comunicag¢ao inter-plantas por meio de
compostos volateis, capaz de induzir a vizinhanga ainda ndo atacada a se
preparar para reagir ao ataque, possibilitando assim, maior chance de
sobrevivéncia.

Palavras-chave: Peperomia obtusifolia, Piperaceae, Metabolémica, Sinalizacao
a longa distancia, fingerprinting.



Abstract

The species Peperomia obtusifolia (L.) A. Dietr, which belongs to the
Piperaceae family, is a well-known plant, distributed from Mexico to South
America. Previous phytochemical studies demonstrated the presence of
compounds from several classes, such as: lignans, flavonoids, amides, phenolic
compounds and chromenes, which demonstrated interesting biological
activities. This work describes the metabolomic analysis of Peperomia
obtusifolia, which study in real time, the metabolism of this species in many
kinds of scenarios. However, to accomplish this study, firstly it was developed
a standard protocol, capable of preparing the samples in a reproducible way,
enabling the following metabolomic studies to generate reliable results. Later, it
was conducted the metabolomic study of Peperomia obtusifolia and its
varieties, by fingerprinting analysis, in order to characterize the metabolomic
profiles of each one of them. Furthermore, it was also evaluated the behavior of
the species against the stress induced by the herbivory of Monoplatus sp. In
general, the analyzes were conducted by NMR of 'H (which the data was
interpreted by PCA), mass spectrometry, HPLC, GC and its hyphenated
techniques. As a result, it was found that, despite the fact that the Peperomia
obtusifolia varieties belong to the same species, they had different
metabolomes. Regarding the study of the biotic stress against the plant,
changes were detected on the metabolomic profile of the attacked plants,
indicating a response against the herbivore attack. As a major result of this
research, it can be highlighted the fact that the same changes were also
detected on the metabolome of the intact plants closed to the attacked ones,
indicating a sort of interplant communication by volatile compounds, capable to
induce the neighborhood yet not attacked, to be prepared for an imminent
attack, giving them a better chance of survival.

Keywords: Peperomia obtusifolia, Piperacea, Metabolomics, Long-distance
signaling, fingerprinting.
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1. Introducao

1.1 A metabolomica

A metaboldmica ou metabonémica representa uma das
plataformas tecnolégicas conhecidas como 6micas, e tem como objetivo, isolar
e caracterizar o maior numero possivel de metabdlitos localizados em uma
célula, tecido ou 6rgao de um determinado organismo vivo. Ao conjunto de
todos esses metabdlitos, da-se o nome de metaboloma (Robertson, 2005;
Tyagi et al., 2010).

Esses metabdlitos sdo divididos em dois grandes grupos: 0s
metabdlitos primarios e secundarios. Os primarios sdo moléculas essenciais
nos processos metabdlicos basicos de qualquer ser vivo, enquanto que 0s
secundarios ndo o sado, sendo mais comuns em plantas e fungos, estao
geralmente relacionados a sobrevivéncia da planta, atuando como atrativos
para polinizadores, ou na defesa contra herbivoros e patégenos por exemplo
(Dixon, 2001).

De acordo com Nicholson e colaboradores (1999), o termo
metabonbémica é definido como a medida quantitativa dindmica da resposta
metabdlica multiparamétrica de sistemas vivos a estimulos patofisiolégicos ou
modificacdo genética, ja segundo Fiehn (2000), metabolémica é definida como
uma analise compreensiva e quantitativa de todos os metabdlitos. Apesar de
haver estes dois termos, ainda existe muita confusdo em relacdo a sua
aplicagdo, de maneira que ambos sdo considerado sinénimos (Tyagi et al.,
2010).

Junto a metabolémica, existem varias outras dmicas, todavia,
aquelas mais conhecidas sdo a genbmica, a transcriptomica e a protedmica;
elas tem como objetivo isolar e caracterizar respectivamente, o DNA, o RNA e
as proteinas de organismos vivos (Binneck, 2004).

A primeira 6mica a ser denominada como tal foi a gendémica. Esse
termo veio da palavra “genoma”, que por sua vez, deriva da juncdo das

palavras “gene” e “cromossoma”, e devido a boa aceitagcdo deste termo na
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comunidade cientifica, os outros termos como metaboloma, transcriptoma e
suas respectivas émicas, foram também surgindo (Robertson, 2005).

A metabolédmica também é descrita como um estudo sistematico
dos “rastros” deixados por processos celulares especificos em um determinado
momento, esses ‘rastros”, uma vez identificados, podem nos revelar o perfil
fisiolégico daquela célula, tecido ou 6rgdo em um determinado momento
(Tyagi et al., 2010).

A idéia de que fluidos biologicos refletem na saude de um dado
organismo nao é de hoje. Médicos da antiga China, observavam a urina de
pacientes e utilizavam formigas como parametro, caso a urina atraisse
formigas, seria um sinal que a amostra possuia altas doses de acgucar, logo o
paciente seria diagnosticado com diabetes. Na idade média era utilizado um
mapa esquematico da urina, o qual relacionava a cor, o sabor € o cheiro da
urina a diversas enfermidades (Nicholson and Lindon, 2008)

Desta forma, percebe-se que a metabolémica estd intimamente
ligada ao gendtipo de um organismo, a sua fisiologia e ao meio ambiente,
oferecendo uma oportunidade Unica para relacionar o fenétipo ao genétipo do
organismo (Tyagi et al., 2010).

Assim como o transcriptoma e o proteoma, o metaboloma é
dindmico, modificando-se a cada segundo, além disso, com as tecnologias
conhecidas hoje em dia, ainda é impossivel identificar todos os metabdlitos de
um organismo. Sabe-se que existem muitos metabdlitos em uma planta, mas
nao se sabe ainda um numero real, contudo, uma estimativa consideravel seria
que existem tantos metabdlitos quanto o nimero de genes existentes nela,
resultando em um numero em torno de 30 000 moléculas (Verpoorte et al.,
2009). Em 2007, cientistas da universidade de Alberta e Calgary, mostraram o
primeiro esbo¢co do metaboloma humano, constituido de aproximadamente
2500 metabdlitos, 1200 drogas e 3500 componentes nutricionais (Tyagi et al.,
2010).

1.2 Aplicacoes da Metabolémica

Nos ultimos anos, a metabolémica tem sido empregada em
diversas areas e com inumeros propdsitos. Todavia, em qualquer ambito

existem varias dificuldades a serem superadas, tanto na extragao e separacao
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das amostras quanto na analise dos resultados (Fukusaki and Kobayashi,
2005).

As informagdes obtidas pela metabolémica tém sido utilizadas
frequentemente em pesquisas de diversas areas, como na area da nutricao por
exemplo, a qual, através da andlise dos perfis metabdlicos de biofluidos de
ratos, correlacionam-se as doencas em animais com a dieta dos mesmos
(Fukusaki and Kobayashi, 2005; Robertson, 2005). Na area farmacéutica, a
analise de biofluidos é realizada nas pesquisas de selecao de farmacos, onde
sao identificados marcadores biolégicos que representem toxicidade
(Robertson, 2005). Ja na area da ecologia e evolucdo, tem-se realizado
estudos comparativos de perfis metabdlicos entre plantas selvagens e
transgénicas, visando entender e detectar diferencas imprevistas entre elas.
Além disso, tem-se estudado a relacdo planta-inseto, abordando os
mecanismos de defesa de ambos, e seus metabdlitos produzidos para este fim
(Aharoni et al., 2005; Bennett and Wallsgrove, 1994; Howe and Jander, 2008;
Mewis et al., 2005; Wu and Baldwin, 2009). Também sao analisados os efeitos
de herbicidas provocados em plantas de interesse agronémico (Fukusaki and
Kobayashi, 2005).

Outra aplicacdo seria no entendimento da relacao planta-
patdgeno. Ao serem infectadas por fungos ou bactérias, por exemplo, as
plantas produzem e liberam uma série de compostos chamados de fitoalexinas
que as protegem contra esses invasores. Essa producdo é induzida apéds
contato com sinalizadores quimicos oriundos dos patégenos, porém nem todas
as plantas produzem os metabdlitos necessarios para o controle desses
patdgenos, desta forma, a metabolémica pode identificar espécies resistentes a
pragas, seleciona-las e melhora-las, ou podem iniciar estudos de engenharia
de metabolismo; os quais primam por identificar os genes e as rotas
metabdlicas que produzem esses compostos de defesa, visando assim,
aumentar ou possibilitar a sua producao nas plantas (Dixon, 2001).

Diante dessas premissas, decidiu-se entdo analisar o perfil
metabolémico da espécie Peperomia obtusifolia, uma planta ja bastante
conhecida, ndo s6 por sua caracteristica ornamental, como também, pela
bioatividade de seus constituintes quimicos (Mota et al., 2009; Tanaka et al.,
1998)
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1.3 Perspectivas da metabolémica

A metabolémica apenas comecou (Fiehn, 2002), e como outras
tecnologias, provavelmente esta também ndo ird superar todas as expectativas,
mas certamente contribuira para varias areas da biologia (Robertson, 2005),
pode-se dizer antecipadamente que a metabol6émica sera extremamente Util
para completar o fechamento do ciclo das 6micas, que vai desde o gene
(genbmica), passando pela proteina (proteémica) e chegando ao metabdlito
(metabolémica). Dado que o fenétipo é considerado o ponto final, em muitos
casos sera mais facil trabalhar de tras pra frente (do fenétipo para o gendétipo)
do que tentar descobrir o significado de milhares de mudangas na expressao
génica (Robertson, 2005). Teoricamente isso pode ser possivel, lincar
mudancas metabdlicas as suas enzimas, e estas, aos seus respectivos genes,
contudo, esse tipo de resultado ainda nao foi publicado (Fiehn, 2002).
Claramente, esta tecnologia ja demonstrou um potencial significativo, agora se
espera que este potencial seja realizado (Robertson, 2005) e para que isto
ocorra, é importante que haja uma padronizacdo nos métodos utilizados no
estudo do metaboloma e que desta maneira seja possivel comparar dados
gerados em épocas e lugares diferentes. Para que essa tecnologia dé certo é
imperativo que haja esta padronizacdo para uma futura construcdao de um
banco de dados publico que possa ser acessado livremente e que seja usado
em conjunto com os dados da transcriptobmica e genémica (Kim and Verpoorte,
2009).

1.4 Consideracoes sobre a familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, e é considerada
uma das maiores familias dentre as angiospermas basais (Wanke et al., 2006).
Representada por mais de 4000 espécies (Batista et al., 2011), apresentam-se
como ervas, subarbustos, arbustos ou lianas, geralmente aromaticas e
dotadas de glandulas translucidas, com tipo de indumento variado (Monteiro
and Guimaraes, 2008) .

Distribuem-se nas regides tropicais e subtropicais do globo
(Fig.1), com centro de diversidade na Malésia e nas Américas Central e do Sul
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(Wanke et al., 2006), ela € dividida em quatro géneros: Piper L., Peperomia
Ruiz e Pavon, Manekia Trel. e Zippelia Blume(Batista et al., 2009), dos quais,
0s géneros mais representativos em nimero de espécies sao: Piper (~2000
espécies) e Peperomia (1500 — 1700 espécies)(Wanke et al., 2007).

tem

1 || | E3E

Figura 1 Mapa de distribuicdo espécies da familia Piperaceae (Fonte: www.tropicos.org )

Sob o ponto de vista econémico e comercial, 0 género Piper é o
mais importante, tendo como principal exemplo a Piper nigrum ( pimenta-do-
reino), cujo fruto verde é empregado para a obtencdo da pimenta negra
(Wanke et al., 2007). Além disso, pode ser citada a Piper methysticum, cujos
rizomas fornecem uma bebida calmante conhecida como kava-kava, a qual é
muito utilizada nas ilhas do pacifico em diversas cerimémias (Singh, 1992). Ha
relatos também do uso de certas espécies da familia Piperacea na medicina
popular; os galhos de Piper futokadsura por exemplo, sdo utilizados no
tratamento da asma e artrite, enquanto que preparagdes de folhas, raizes e
sementes de Piper beetle sdao empregadas no tratamento de bronquite,
doencas venéreas, gastrointestinais e reumatismo (Parmar et al., 1997).

Quimicamente falando, esta familia possui uma riqueza estrutural
bastante diversificada, pois ja foram isolados metabdlitos secundarios de

diversas classes, como por exemplo: fenilpropandides, lignanas, neolignanas,
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pironas, amidas alifaticas e aromaticas, alcaloides, policetideos, derivados do
acido benzoico e benzopiranos (cromenos) (Batista et al., 2011; Mota et al.,
2011).

1.5 Consideracoes sobre o género Peperomia

O género Peperomia é considerado o segundo maior género da
familia Piperaceae (Monteiro and Guimardes, 2008; Mota et al., 2011) pois
possui aproximadamente 1700 espécies (Mota et al., 2009), as quais sao
distribuidas em regides de florestas Umidas e areas montanhosas, quase que
exclusivamente no continente americano (Fig.2).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 200 espécies deste género
(Monteiro and Guimaraes, 2008), o qual é dividido em 5 subgéneros:
Acrocarpidium, Micropiper, Rhynchophorum, Sphaerocarpidium e Tildenia
(Yuncker, 1974)

Ny

tem

1 | || B

Figura 2 Mapa de distribuicdo das espécies do género Peperomia (Fonte: www.tropicos.org )
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As espécies de Peperomia sao ervas perenes ou anuais,
terrestres, rupicolas ou epifitas, frequentemente carnosas, com folhas alternas,
opostas ou verticiladas; inflorescéncias em racemos ou espigas terminais,
axilares ou opostas as folhas com flores diminutas, protegidas por uma
bractéola, ovario unicarpelar e estames dois, dispostos lateralmente, na base
do pistilo e frutos comapice pontuado, mamiliforme, rostrado ou com escudo
obliquo, por vezes com pseudo-cupula na base (Monteiro and Guimaraes,
2008).

Por possuir folhagem vistosa, muitas espécies sao utilizadas
como plantas ornamentais (Monteiro and Guimaraes, 2008), enquanto outras
sao utilizadas na medicina popular para o tratamento ou controle de certas
doencas como por exemplo: a Peperomia alata e Peperomia glabela que sao
utilizadas para combater a malaria (Milliken, 1997), e a Peperomia rotundifolia,
a qual, é utilizada em disturbios estomacais (Monteiro and Guimaraes, 2008), ja
a Peperémia pellucida é utilizada como anti-inflamatério e analgésico (Arrigoni-
Blank et al., 2004). Do ponto de vista comercial, a espécie Peperomia pelucida
€ empregada na culinaria (Lorenzi and Matos, 2002).

Comparado ao género Piper, pouquissimos estudos fitoquimicos
foram realizados em espécies do género Peperomia (Mota et al., 2009; Tanaka
et al., 1998); até o ano de 2008, menos de 20 espécies haviam sido
investigadas (LI et al., 2008), apesar disso, 0 género Peperomia ainda é
considerado a segunda maior fonte de compostos bioativos dentro da familia,
representando 15% do total destas substancias (Lopez et al., 2010). Dentre os
15% dos compostos bioativos mencionados, podem ser citados: lignanas,
secolignanas, compostos fendlicos prenilados e cromenos (Batista et al., 2009;
LI et al., 2008). Esta ultima classe, junto com as secolignanas, sdo de grande
ocorréncia no género, sendo considerados portanto, étimos marcadores
quimiotaxonémicos (Batista et al., 2009). O Quadro 1 apresenta alguns
exemplos de compostos isolados de espécies do género Peperomia que

possuem atividade bioldgica:
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Quadro 1 Exemplos de compostos isolados do género Peperomia e suas respectivas atividades bioldgicas

Composto Espécie Atividade Biologica Referéncia
Peperobtusina A
/
_ o Tripanocida (Mota et al.,
Peperomia obtusifolia
HO (0]
XX
4,5,4' 5'-dimetilenodioxi-3,3’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana
] Tripanocida (Felippe et al.,
Peperomia Blanda
(ICsp 9.6pg/mL) 2008)
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Continuacao quadro 1

2-(5-metoxi-3,4-metilenodioxibenzil)-3-(3,4-metil-
enedioxibenzil)butirolactona

Peperomia duclouxii

Citotoxica
Linhagem VA-13 (ICso 23.12uM)
Linhagem HepG2 (ICso 26.4uM)

(Li et al., 2006)

Hidropiperona

Leishmanicida

T

_ o (Lise total a 100pg/mL contra (Mahiou et al.,
Peperomia galioides o _
L.braziliensis, L.donovani e 1996)
L.amazonensis)
7,8-trans-8,8’-trans-7’,8'-trans-7,7’-bis(5-metoxi-3,4-
metilenodioxifenil)-8-acetoximetil-8’-
hidroximetiltetrahidrofurano
O
/\o , Citotoxica
Peperomia . (Wu et al.,
, , Linhagem VA-13 (ICso 36.2uM)
\ dindygulensis 2005)
ot O/
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Continuacao quadro 1

Peperomina E

_ Citotoxica
Peperomia . (Wu et al.,
_ _ Linhagem VA-13 (ICso 1.93uM)
dindygulensis 2006)
Vicenina
, Antioxidante (Velozo et al.,
Peperomia Blanda
ICs0 90.5uM 2009)
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Continuacao quadro 1

Metil-5-acetoximetanol-7-hidroxi-2,2-dimetil-2H-1-
cromeno-6-carboxilato

0 .

0
0 X
/
HO o

Peperomia villipetiola

Fungicida forte
Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium cladosporioides

(Salazar et al.,
2005)

1-cromeno-6-carboxilico

O OH

HO X

Acido 5-hidroxi-8-(3’-metil-2’-butenil)-2,2,7-trimetil-2H-

Peperomia serpens

Fungicida fraca
Cladosporium sphaerospermum

Cladosporium cladosporioides

(Kitamura et
al., 2006)
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1.6 Consideracoes sobre a espécie Peperomia obtusifolia:

Peperomia obtusifolia € uma planta ornamental bastante
conhecida, cuja ocorréncia vai desde o México até a América do Sul (Mota et
al., 2009; Tanaka et al., 1998). E uma erva carnosa, umbrdfila, que possui de
20 a 25 cm de altura e desenvolve-se em altitudes que variam entre 5 e 650
metros (Fig.3). Suas folhas sédo alternas, suculentas, largamente obovado-
espatuladas, de apice arredondado, emarginado ou nao (Guimaraes and
Costa, 1980)

Figura 3 Foto da espécie Peperomia obtusifolia (Fonte www.imgkid.com)

Evidéncias indicam que algumas comunidades da América
Central, utilizam esta planta para tratar picadas de inseto e de cobra, além
disso também a utilizam na limpeza de pele (Batista et al., 2012). Entre os
metabolitos secundarios ja isolados da espécie (Quadro 2), pode-se mencionar
classes como: Lignanas, flavonoides (Mota et al., 2011), compostos fendlicos
(Tanaka et al., 1998) amidas (Mota et al., 2006) e cromenos (Batista et al.,
2009). Entre os cromenos, pode-se destacar a atividade tripanocida da
Peperobtusina A (ICsp = 3.1 uM), o qual demonstrou ser muito mais potente
qgue o benznidazol (ICs50=10.4uM) (Mota et al., 2009).
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Quadro 2 Constituintes quimico identificados e/ou isolados de Peperomia obtusifolia

Composto Referéncia
Sesartemina
(0]
/\O
O o
) Q (Mota et al.,
Hiltie Ll H | 2039,2'\{')(())’[63.) et
0 =
A\ o
\o
/O
2-Episesalatina
O
/\O
o (Mota et al.,
Hilin. CniH | 2011; Mota et
al., 2009; Mota
0 e et al., 2006)
AN o
\o
o)
/
(+)-Diaiangambina
e
o\
o)
(Mota et al.,
Hite i H 201 1)
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Continuacao quadro 2

2’-Hidroxidiidrochalcona

I :OH I
@)

(Tanaka et al.,
1998)

Isosvertisina-4’-metil-éter-2”a-L-ramnosideo
OH

OH [0)

(Mota et al.,
2011; Mota et
al., 2009; Mota

et al., 2006)

Isosvertisina-2”a-L-ramnosideo

OH
HO

(Mota et al.,
2011; Mota et
al., 2009; Mota

et al., 2006)
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Continuacao quadro 2

Acido 3,4-diidro-5-hidroxi-2,7-dimetil-8-(2"-metil-2"-butenil)-2-(4'-
metil-1',3"-pentadienil)-2H-1-benzopiran-6-carboxilico
ﬁ OH
Ho—"C (Batista et al.,
2009; Mota et
al., 2009; Mota
5 NN et al., 2006)
2,7-dimethyl-8-(3-methylbut-2-enyl)-2-(4-methylpenta-1,3-
dienyl)chroman-5,6-diol
OH
HO
(Mota et al.,
NN 2006)
0]
Peperobtusina A
(Mota et al.,
2009; Tanaka et
al., 1998)

F
HO 0
XY

Peperobtusina B

° Z
o 0
XX

(Tanaka et al.,
1998)
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Continuacao quadro 2

Isopeperobtusina A

=
0 OH
N

(Tanaka et al.,

1998)
Clusifoliol
OH
(Mota et al.,
X 2009)
XX
0
Piperogalina

F

(Tanaka et al.,
1998)

Bornil-3,4-diidro-5-hidroxi-2,7-dimetil-8-(3”-metil-2”-butenil)-2-(4 -
metil-1’,3’-pentadienil)-2H-1-benzopiran-6-carboxilato

o OH

o/lC

N
(¢]

(Batista et al.,
2011)
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Continuacao quadro 2

Fenchil-3,4-diidro-5-hidroxi-2,7-dimetil-8-(3”-metil-2”-butenil)-2-(4'-
metil-1’,3’-pentadienil)-2H-1-benzopiran-6-carboxilato

o

OH

o—°
(Batista et al.,
NN 2011)
O
Corcoionosideo C
OH
(Mota et al.,
2011)
o K
OH
2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-5-(hydroximetil)-tetrahidrofuran-3,4-diol
NH,
N| X N\>
K = N
N (Mota et al.,
OH 2006)
o
HO OH
Cinamamida
0]
\ (Mota et al.,
NH; 2006)
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Continuacao quadro 2

N-(2-hidroxi-2-(4-metoxifenil)etil)cinamamida

O
\
O
X (Mota et al.,
N 2006)
OH
N-(2-etoxi-2-(4-metoxifenil)etil)cinamamida
(0]
N
(Mota et al.,
2006)
2-cinamamido-1-(4-metoxifenil)etil acetato
@)
~
@]
\ \
H (Mota et al.,
2006)
O\H/

Mirceno

(Moreira et al.,
1999)
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Continuacao quadro 2

4-Tujanol

(Moreira et al.,
1999)

Acetato de bornil

Bigla%

(Moreira et al.,
1999)

)-Farneseno

(Moreira et al.,
1999)

a-Cariofileno

o
&

(Moreira et al.,
1999)

36



Continuacao quadro 2

E-Cariofileno
/ (Moreira et al.,
1999)
y-Muroleno
(Moreira et al.,
1999)
a-Muroleno

(Moreira et al.,
1999)

Germacreno D

-
=
%

(Moreira et al.,
1999)
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Continuacao quadro 2

0-Cadineno

(Moreira et al.,
1999)

Oxido de Cariofileno

)
7
T

T
1, ",

(Moreira et al.,
1999)

Elemol
(Moreira et al.,
1999)
2
0-Cadinol
(Moreira et al.,
1999)
a-Eudesmol

f

(Moreira et al.,
1999)
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Continuacao quadro 2

Bulnesol

(Moreira et al.,

1999)

Acido Guaiacico
HO

"‘\\\\\\\

(Moreira et al.,

1999)
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2. Objetivos

2.1 Geral

e Realizar a analise metaboldomica da espécie Peperomia
obtusifolia

2.2 Especificos

e Elaborar uma metodologia padrao de preparo de amostra, que
possibilite os estudos metabolémicos seguintes

e Realizar cultivo controlado de Peperomia obtusifolia
e Obter espectros de RMN de 'H, cromatogramas de CLAE e
CG das amostras de P. obtusifolia obtidas por meio da

metodologia padrao desenvolvida

J Bealizar Andlise Multivariada dos dados obtidos por RMN de
H

e Analisar o perfil metabolémico de Peperomia obtusifolia e das
suas variedades

e Avaliar a resposta de Peperomia obtusifolia frente ao estresse
bidtico provocado pelo besouro monoplatus sp.

40



3. Desenvolvimento de metodologia padrao de preparo
da amostra

A analise do metaboloma envolve algumas etapas, sdo elas:
preparo da amostra, aquisicdo dos dados e analise dos dados. Todas essas
etapas estdo fortemente interligadas, principalmente as duas primeiras, uma
vez que o método analitico utilizado requer certas propriedades do analito,
refletindo assim na maneira em que a amostra deveria ser preparada. Sendo
assim, quando o analito é adulterado ou ndo extraido durante o preparo da
amostra, a acuracia dos dados coletados e sua interpretacao biol6gica podem
ser comprometidos (Kim and Verpoorte, 2009; Vuckovic, 2012). E por isso que
a escolha da estratégia durante o preparo da amostra é crucial para o sucesso
de um dado experimento, porém isto ainda é um aspecto subestimado na
metabolémica (Moco et al., 2007)

Infelizmente, os avangos conquistados nas técnicas analiticas
ndao foram acompanhados da mesma maneira em relagdo a metodologia
empregada no preparo da amostra. Atualmente, devido a grande diversidade
de metabdlitos secundarios contidos nas plantas, ainda ndo ha uma
metodologia padrdo, e desta maneira, muitos laboratérios utilizam métodos
desenvolvidos por eles mesmos, onde cada protocolo € desenvolvido para
cada caso especifico (Fukusaki and Kobayashi, 2005; Schripsema, 2009)

Sem duvida, o preparo da amostra é uma etapa critica, uma vez
que qualquer displicéncia pode interferir no resultado final da analise (Fukusaki
and Kobayashi, 2005). Esta etapa por sua vez, envolve sub-etapas, como:
cultivo, coleta, secagem (opcional), extracdo e preparacdao para a analise da
amostra; alguns desses procedimentos sdo passiveis de provocarem grandes
alteracoes nos niveis metabdlicos da planta (Fukusaki and Kobayashi, 2005;
Kim and Verpoorte, 2009), e para que isso nao ocorra, todas essas variaveis
devem ser controladas da melhor maneira possivel, possibilitando assim uma
analise fidedigna e reprodutivel (Schripsema, 2009).

Recentemente foi provado que pequenas mudangas no
metaboloma podem ser explicadas por perturbacdes impostas nas plantas,

como por exemplo, mudangas no meio, estresse fisico, estresse abibtico,
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estresse nutricional e mutagcao (Fukusaki and Kobayashi, 2005). Portanto no
cultivo das plantas, fatores como adubacgao, temperatura, tempo de exposicao
a radiacao e quantidade de agua irrigada por planta devem ser controlados. Na
coleta de folhas, por exemplo, a idade da folha, a posicdo em que elas se
encontram na planta e a hora da coleta, sdo também fatores que se nao forem
monitorados podem gerar grande variacdo na analise. Recomenda-se congelar
as folhas em nitrogénio liquido imediatamente apds a coleta a fim de cessar as
reacbes metabdlicas do organismo e assim, saber com precisao,
posteriormente, como estava o metaboloma da planta naquele momento. Outra
maneira de cessar as reacdes enzimaticas da planta, seria através da
secagem, uma vez que elas ocorrem em meio aquoso (Kim and Verpoorte,
2009; Schripsema, 2009).

A técnica de secagem mais indicada para a metabol6bmica é a
secagem a frio (freeze drying) ou liofilizacdo, onde o material botanico é
congelado e em seguida exposto a baixa pressao para que a agua que esta na
forma sélida, sublime, passando diretamente para a fase gasosa, conservando
desta maneira compostos volateis e termolabeis que poderdao ser detectados
posteriormente. Uma maneira de melhorar esta secagem seria, pulverizar a
planta previamente com auxilio de nitrogénio liquido, aumentado a superficie
de contato da amostra, deste modo ndo s6 melhoraria a secagem, como
também o rendimento da extragcdo. Existe também a secagem por spray-drying,
na qual a solucao extrativa é nebulizada, formando goticulas, aumentado assim
sua superficie de contato, em seguida essas goticulas entram em uma camara
de ar quente por um curto periodo de tempo para que o solvente seja
evaporado, restando apenas os componentes sélidos que em seguida entram
em contato com um adjuvante farmacéutico, formando assim um p6 (Kim and
Verpoorte, 2009; Schripsema, 2009).

A extracao na metaboldmica pode ser realizada por maceragao,
nao diferindo muito da extracdo realizada em estudos fitoquimicos, neste
processo, muitos fatores devem ser controlados para evitar variacoes
experimentais, como temperatura, tempo de extracdo (quanto maior a
temperatura e o tempo, maior sera o rendimento, porém ha o risco de formacao
de artefatos) e a razdo entre solvente e amostra (elas devem ser iguais no

preparo de todas as amostras) (Fukusaki and Kobayashi, 2005; Kim and
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Verpoorte, 2009; Schripsema, 2009). Outra técnica comumente utilizada é a
extracdo com solvente deuterado (extracdo direta) combinada com a
ultrasonicacdo, desta forma, a energia adicionada pelo ultrasonicador ao
sistema, facilita a extracado de compostos do material botanico, uma vez que
essa energia adicionada facilita a abertura dos poros da parede celular, e
consequentemente aumenta a velocidade de difusdo dos metabdlitos em
direcdo ao solvente. Este método é simples, facil e ndo possui limitagbes em
relagdo ao tipo de solvente a ser utilizado. Existe também a extragdo por
moinho de bolas, onde uma certa quantidade de material botanico fresco junto
com o solvente extrator sdo colocadas em um compartimento, que em seguida
e fechado com uma bola de metal no interior, que ira vibrar e esmagar o
material ao mesmo tempo que os constituintes sdo difundidos em direcdo ao
solvente. Apds a extragdo, as amostras podem ser secas a temperatura
ambiente, em rotaevaporador ou em contato com nitrogénio gasoso (Kim and
Verpoorte, 2009; Schripsema, 2009).

Uma vez que a amostra esta pronta, o proximo passo € submeté-
la a métodos analiticos para detectar os metabdlitos existentes na amostra,
esses métodos sdo geralmente espectroscopicos (RMN, EM, UV, IV), métodos
cromatograficos (CG, CLAE) e técnicas hifenadas (Ex: CLAE-EM e CG-EM)
que serdo explicados mais a frente (Kim and Verpoorte, 2009; Schripsema,
2009).

Atualmente na metabolémica, um dos maiores entraves reside no
problema de detectar, através da andalise de uma Unica amostra, todos os
metabdlitos contidos em um organismo, o que ainda é virtualmente impossivel,
pois 0 metaboloma consiste de uma grande variedade de compostos, em
diferentes concentracées e com diferentes polaridades, onde muitos destes
compostos podem ser instaveis; o que ndo € o caso quando comparado as
outras 6micas, por exemplo, na protebmica, os metabdlitos analisados
(proteinas), englobam um universo formado por 20 aminoacidos, ja na
gendmica, os compostos a serem analisados sao constituidos por apenas 4
tipos de nucleotideos (Schripsema, 2009).

Em relagdo as concentracbes dos metabdlitos, temos os
metabdlitos primarios como acucares e acidos organicos, que sao muito mais

abundantes do que metabdlitos secundarios, cujos sinais aparecem
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frequentemente no espectro de RMN se sobrepondo a outros sinais de
metabdlitos secundarios, o0s quais geralmente encontram-se em
concentragcdes menores, neste caso, seria interessante realizar um pré-
tratamento ou pré-fracionamento da amostra para detectar os metabdlitos
secundarios que estariam mascarados. Uma maneira de fazer um pré-
tratamento, seria através do fracionamento do extrato com solventes de
diversas polaridades, através de cromatografia em fase reversa ou normal ou
também através de separagao por peso molecular, utilizando o sephadex como
fase fixa (Kim and Verpoorte, 2009; Schripsema, 2009).

O ponto mais critico desse pré-fracionamento é a escolha do
solvente a ser utilizado para a separacdo (Fukusaki and Kobayashi, 2005).
Deve-se prestar muita atencao nas possiveis interferéncias que esse solvente
pode causar nos equipamentos de analise, assim como nas possiveis reacoes
indesejadas que podem ocorrer entre 0 solvente e a amostra, que podem
produzir artefatos (Robertson, 2005). O maior objetivo do fracionamento de
amostras para estudos de metabolémica é obter uma melhor visdo dos
diferentes compostos presentes, ou um melhor perfil dos espectros, e esse
perfil depende, sobretudo, dos equipamentos a serem utilizados no
fracionamento (Fukusaki and Kobayashi, 2005).

Na aquisicdo de dados, as técnicas como a espectrometria de
massas (EM) e suas variacoes hifenadas ( CG-EM e CLAE-EM), assim como a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), dominam a literatura (Fiehn, 2002;
Kim and Verpoorte, 2009; Nicholson et al., 1999; Robertson, 2005; Schripsema,
2009). Cada técnica possui suas vantagens e desvantagens, as quais sao
utilizadas de acordo com o que 0 pesquisador procura e que juntas se
complementam (Robertson, 2005).

CG-EM é uma técnica, na qual a cromatografia gasosa de alta
resolucao é acoplada a um espectrémetro de massas de impacto eletrénico. A
lonizagdo por impacto eletrdnico gera um espectro de massas para cada
composto que foi separado na cromatografia com suas respectivas
fragmentacdes, facilitando assim a sua identificacdo, que é auxiliada pela
comparacdo das massas das fragmentacdes com as do banco de dados. A
grande desvantagem desta técnica é que os compostos submetidos a este

procedimento precisam ser volateis e estaveis durante a analise, uma vez que
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eles sofrem a influéncia de altas temperaturas. Reacdes de derivatizacdo como
acetilacdo ou metilacado podem ser aplicadas em compostos nao volateis (Ex:
glicosideos) para que estes se tornem volateis e assim sejam analisados
(Schripsema, 2009).

Por outro lado, na CLAE-EM, utiliza-se como técnica
cromatografica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, na qual, compostos
nao volateis sdo facilmente separados, e em seguida submetidos a EM, neste
espectrémetro o método de ionizacao pode variar bastante, podendo ser, time-
of-flight (TOF), ion-trap e etc (Fukusaki and Kobayashi, 2005; Schripsema,
2009). Nessas técnicas de ionizacao branda, os compostos a serem analisados
ndo precisam ser volateis ou volatilizados para serem ionizados e
posteriormente detectados. O conceito do TOF baseia-se na teoria de que a
massa do ion esta relacionada a sua velocidade de deslocamento, logo, o
tempo gasto que o ion gerado leva para atingir o detector é proporcional a sua
massa, e devido a alta sensibilidade do detector (deteccdo na escala de
microssegundos), pode-se revelar a massa exata de cada ion. Em relacao ao
espectrémetro de massas por ion-trap, pode-se dizer que ele € mais apropriado
para andlises qualitativas, especialmente de ions pouco abundantes, pois 0
objetivo do ion-trap é isolar esses ions e manté-los “presos” (trapped),
aumentando assim, a sua populacao até que esteja grande o suficiente para se
fazer uma analise ndo s6 dos ions ,mas de suas respectivas fragmentagdes
(Allwood and Goodacre, 2009).

Comparando de uma maneira geral as técnicas de EM e RMN,
pode-se afirmar que a EM é muito mais sensivel e de maior alcance, podendo
identificar dezenas de compostos em uma Unica analise, esta ferramenta é
indispensavel na metabolémica, especialmente quando se pretende identificar
novos biomarcadores. Em relacdo a RMN, o nimero de compostos que podem
ser analisados em uma Unica amostra é limitado, porém, as informacdes dadas
sobre o conteudo estrutural dessas moléculas, a reprodutibilidade da analise e
a quantificacdo da amostra sdo superiores a espectrometria de massas
(Robertson, 2005; Schripsema, 2009). Devido a essas peculiaridades, a
maioria dos grupos de pesquisa voltada aos estudos de metabolémica esta

usando tanto os equipamentos de EM como os de RMN (Robertson, 2005).
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Ap6s todas essas etapas, faz-se necessario a conversao de
dados obtidos por CG-EM, CL-EM, ou RMN para uma linguagem digital que
possa ser utilizada em andlise multivariada através de ferramentas de
estatistica (Fiehn, 2002; Fukusaki and Kobayashi, 2005; Robertson, 2005). As
ferramentas estatisticas sdo de extrema importancia no campo da
metabolémica; para se ter um idéia, um estudo de metabolémica qualquer
pode gerar milhares de espectros para serem analisados, 0 que seria uma
tarefa no minimo exaustiva, mesmo para um espectroscopista experiente
(Fiehn, 2002; Fukusaki and Kobayashi, 2005; Robertson, 2005). Desta forma,
muitas ferramentas estatisticas utilizadas em outras areas tem sido adotadas
pela metabolédmica a fim de analisar um grande numero de dados rapidamente
(Fukusaki and Kobayashi, 2005).

A ferramenta mais utilizada na metaboldmica para analise
multivariada de dados é o PCA (Principal Component Analysis) (Fiehn, 2002;
Fukusaki and Kobayashi, 2005; Robertson, 2005), que € uma ferramenta da
estatistica que reduz um grande numero de dados , e a partir de uma série de
célculos, seleciona os sinais mais abundantes, chamados de componentes
principais, em seguida pode-se visualizar as diferencas dentro da amostra e
agrupar os compostos hierarquicamente (Fukusaki and Kobayashi, 2005)

Baseando-se em toda essa fundamentacdo, decidiu-se elaborar
um protocolo confiavel e reprodutivel acerca do preparo da amostra das folhas
adultas de Peperomia obtusifolia. Diante disso, estabeleceu-se como objetivo
principal, descobrir a melhor metodologia de preparo de amostra, que possua o
menor numero de etapas possivel e que seja reprodutivel, assim como,
descobrir que tipo de amostra seria a melhor ou a mais viavel para a analise:

amostra fresca, seca em estufa ou liofilizada.

3.1 Materiais e Métodos

Decidiu-se entao, comparar o perfil metabélico de diferentes
amostras de folhas de Peperomia obtusifolia (amostra fresca, seca em estufa e
liofilizada). Estas folhas foram coletadas no mesmo horario, nos jardins do
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade de Sao Paulo
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(LQPN-USP), das quais se separou 5 folhas adultas de 5 lugares diferentes

para cada amostra, totalizando 25 folhas por amostra. As amostras foram

preparadas por métodos semelhantes, com algumas diferencas em relacédo a

aplicacdo ou ndo de quenching pds coleta, ao tipo de secagem e a trituracao

(Fig.4). O preparo das amostras obedeceu a seguinte sequéncia:

Amostra fresca sofreu quenching em N liquido e em seguida foi triturada

em gral. Seguida de extracdo em turrax ( 5 x de 100mL de MeOH),

filtracao em papel e concentracdo em rotaevaporador a 35 — 40 °C

Amostra seca em estufa a 50 °C por 72 horas, foi triturada em moinho

portatil seguida de extracdo realizada em turrax (5 x de 100 mL de
MeOH) seguida de filtracado em papel e concentragdao em rotaevaporador
a35-40 C

Amostra liofilizada sofreu quenching em N liquido e em seguida foi

triturada em gral, cujo material triturado sofreu liofilizagdo por um
periodo de 72Horas. A extracéo foi realizada em turrax (5 x de 100 mL
de MeOH) seguida de filiragdo em papel e concentracdo em
rotaevaporador a 35— 40 °C

Todos os extratos obtidos foram armazenados em freezer a -20°C

a fim de evitar degradacao dos seus compostos; em seguida, foram analisados

por RMN de "H (CDCls, 300 Mhz). Os extratos brutos foram analisados sempre

sob as mesmas condi¢des: concentragdo (10 mg/mL), volume (700 pL) e

numero de scans (32) . As amostras foram analisadas em triplicata (Fig 5-7).
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Amostra Seca
Estufa

Amostra
Liofilizada

-Quenching
-Trituracgao
-Extracao com
MeOH em
Turrax
-Concentracao

-Trituracaoem
moinho portatil
1 min.
-Extracao com
MeOH em
Turrax
-Concentracao

-Quenching
-Trituragao
-Liofilizacao 72H
-Extracdao com
MeOH em
Turrax
-Concentracao

EMB

Figura 4 Metodologia de extracao para obtengédo do Extrato Metandlico Bruto das folhas de P. obtusifolia
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Figura 5 Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico bruto das folhas frescas de Peperomia obtusifolia (CDClz, 300 Mhz)
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Figura 6 Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico bruto das folhas liofilizadas de Peperomia obtusifolia (CDClz, 300 Mhz)
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Figura 7 Espectro de RMN de 'H do extrato metandlico bruto das folhas secas em estufa de Peperomia obtusifolia (CDClz, 300 Mhz)

51



3.2 Resultados e discussao:

Apés analisar as amostras por meio de RMN de 'H, percebeu-se
que os 3 tipos de amostras apresentavam perfis semelhantes, porém, como o
protocolo de preparo da amostra fresca, foi 0 que demorava menos tempo a se
realizado (pois possuia menos etapas), decidiu-se adota-lo como modelo a ser
seguido, passando a utiliza-lo como padrdo para as andlises posteriores, desta
vez em menor escala, utilizando apenas 5 folhas por extracao, ao invés de 25 e
3 volumes de 50 mL de MeOH para realizar extracao, ao invés de 5 volumes de
100 mL.

A fim de melhorar o perfil do espectro, decidiu-se submeter o
extrato bruto obtido a partir da planta fresca, a uma cromatografia em coluna
(Fig.8), a fim de retirar compostos como agulcares e acidos graxos, 0s quais se
encontram geralmente em grande concentracdo, e cujos sinais podem se
sobrepor a outros que apresentam deslocamento quimico semelhante e
concentragao inferior; esta sobreposicao é mais conhecida como overlapping.

A Separacao foi realizada por CC, a qual foi padronizada da

seguinte maneira:
-A quantidade de extrato bruto utilizada para a separacéo foi de 50 mg

-Coluna de vidro com as seguintes dimensdes: diametro= 1,8 cm altura = 12
cm

-Quantidade de fase fixa utilizada: 2,5 g de silica gel
-Quantidade de extrato bruto utilizado: 50 mg devidamente seco

-Eluentes utilizados: Hexano, AcOEt e MeOH em ordem crescente de
polaridade

-Volume de eluente utilizado por sistema : 15 mL

Através de monitoramento das fragdes por CCDA, elas foram divididas em trés
fases:

Apolar — Hexano 100% até Hexano : AcOEt (9:1)

Intermediaria - Hexano : AcOEt (9:1) até AcOEt 100%

Polar — AcOEt 100% até MeOH 100%
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Todas as fases foram secas em nitrogénio gasoso, e
posteriormente analisadas por RMN de 'H (300 Mhz). Essas amostras foram
preparadas em triplicata, com o mesmo volume de solvente deuterado (700pL)
a fim de minimizar variagdes entre as replicatas (Schripsema, 2009).

Baseado na média dos rendimentos das fases obtidas apds
fracionamento de 50 mg de extrato bruto (Tabela 1), cada fase foi analisada por
RMN, com uma determinada concentracdo. Desta forma, os exiratos e fases
foram analisados com as seguintes concentracbes: EMB = 10 mg/mL, fase
apolar = 1mg/mL, fase intermediaria = 5mg/mL e fase polar = 10mg/mL.

Amostra Fresca

-Quenching
-Trituragdo
-Extragdo com
MeOH em
Turrax
-Concentragdo

CC - Silica Gel

(D=1,8cm h=12cm)

2,5g Fase fixa

Volume — 15 mL

Eluentes Hexano, AcOEt, MeOH

Fase Apolar Fase Intermediaria Fase polar
Hexano — Hex:AcOEt Hex:AcOEt (9:1)- AcOEt 100% - MeOH
(9:1) AcOEt 100% 100%

Figura 8 Metodologia empregada para extracdo e separagdo do extrato bruto de P. obtusifolia

SISTEMA UTILIZADO VOLUME POLARIDADE Peso(média)
Hexano 100 % 15 mL
Hexano AcOEt (95:5) 15 mL Apolar 2mg
Hexano:AcOEt(90:10) 15 mL
Hexano:AcOEt(1:1) 15 mL
Intermediaria 6,9 mg
AcOEt 100% 15 mL

AcOEt:MeOH(8:2) 15 mL

MeOH 100% 15 mL

Tabela 1 Metodologia de fracionamento de 50 mg extrato metandlico bruto de
P.obtusifolia e seus rendimentos (média)

Polar 31,7 mg
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Ap6és o tratamento, pdde-se verificar uma melhora significativa no perfil dos espectros das fases resultantes do fracionamento do

EMB de P. obtusifolia (Fig.9), podendo-se destacar o perfil da fase intermediaria, por possibilitar o aparecimento de picos antes
nao vistos no espectro referente ao extrato bruto.

1 B

0

i ——

—— __E

Figura 9 Espectros de RMN 'H de Extrato Bruto, fases apolar, intermedidria e polar de P. obtusifolia. Obs: as analises foram sempre realizadas no mesmo

volume de solvente ( 700 pL de CDCl; ) e nas mesmas concentragdes ( EMB = 10 mg/mL, fase apolar = 1mg/mL, fase intermediaria = 5mg/mL e fase polar =
10mg/mL). As amostras foram analisadas em triplicata. 1. Extrato Bruto 2. Fase Apolar 3. Fase Intermediaria 4. Fase Polar
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Essa metodologia de extragcdo e separacdo ainda pdde ser
melhorada reduzindo-se o volume de solvente utilizado nas etapas de extracao
e separacao, além disso, na etapa de concentracao, a temperatura foi reduzida
para temperatura ambiente a fim de evitar possiveis formagdes de artefatos
(Tabela 2):

Metodologia Inicial Metodologia otimizada
Extracédo 3 x 50 mL Com auxilio do | 2 x 50 mL com auxilio do
Turrax Turrax
Concentracao Rotaevaporador (35 - | Rotaevaporador a
40°C) temperatura ambiente
Separacao 7 volumes de 15 mL 3 volumes de 15 mL

Tabela 2 Otimizagcao da metodologia de extragcao e separacao

SISTEMA UTILIZADO VOLUME POLARIDADE

Hexano:AcOEt (90:10) 15 mL Apolar

AcOEt 100% 15 mL Intermediaria

MeOH 100% 15 mL Polar

Tabela 3 Mudanca na ordem de sistemas de eluentes e quantidade de volume
utilizados na CC

Depois de realizadas as mudancas no protocolo de preparo das
amostras, pdde-se perceber uma reducao significativa em termos de volume e
tempo utilizados. Além disso, apds reduzir a temperatura na etapa de
concentragdo, ndo houve nenhuma mudanca acerca do perfil dos novos
espectros obtidos, tanto de extrato bruto, quanto de fase, caracterizando seus
compostos como pouco termolabeis. Esta nova metodologia pode entdo ser

considerada como mais rapida, mais confiavel e com menor custo.
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Figura 10 Espectros de RMN 'H de Extrato Bruto, fases apolar, intermediaria e polar de P. obtusifolia apds otimizacdo da extracdo e separacdo de compostos.
Obs: as andlises foram sempre realizadas no mesmo volume de solvente ( 700 uL de CDClz ) e nas mesmas concentragdes ( EMB = 10 mg/mL, fase apolar = 1Tmg/mL, fase
intermediaria = 5mg/mL e fase polar = 10mg/mL). As amostras foram analisadas em triplicata. 1. Extrato Bruto 2. Fase Apolar 3. Fase Intermediaria 4. Fase Polar
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3.3 Consideracoes finais

Pode-se concluir entdo que a metodologia de extracao
empregada para amostras frescas de folhas adultas de P.obtusifolia, foi
escolhida como a metodologia padrdo, pois apesar de apresentar espectros
com perfis semelhantes aos das outras amostras (seca em estufa e liofilizada),
demandava menos tempo, pois possuia menos etapas envolvidas no processo.

Posteriormente, esse protocolo foi otimizado, havendo reducao
de tempo e custo significativas, assim como também foi adicionado uma
metodologia de separagdo do extrato bruto resultante, em 3 fases (apolar,
intermediaria e polar) a qual também foi otimizada. Essas fases originaram
espectros de RMN com melhores perfis, sendo mais faceis de serem
analisados. Consequentemente, esta metodologia foi adotada como modelo

para analises metabolémicas posteriores.
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4. Analise metabolémica das 4 variedades de P.obtusifolia (L.)
A. Dietr.

Nos ultimos anos, metabolémica ou “fingerprinting” metabdlico
tém sido aplicados em diversas areas, e particularmente na ciéncia de plantas,
provendo informagdes de grande importancia (Frederich et al., 2009).

Entre as aplicagbes mencionadas, podemos relaciona-las as
seguintes areas: descoberta de biomarcadores clinicamente relevantes
(Ceglarek et al., 2009; Koulman et al., 2009b), metabolismo de plantas e
reproducao (Koulman et al., 2009a; Ryan and Robards, 2006), resisténcia de
plantas contra pestes e doencas (Verpoorte et al., 2010) e fingerprinting
direcionado ao controle de qualidade de espécies e 6rgaos de plantas (Choi et
al., 2005; Kim et al., 2005)

A metabolémica pode ser definida como um estudo analitico de
todos os tipos de moléculas presentes em um determinado sistema biol6gico
(metaboloma) (Vuckovic, 2012), ou também pode ser definido como uma “foto”
de um organismo, mostrando quais compostos estariam presentes e em quais
quantidades em um determinado momento (Kim et al., 2011).

A analise de varias amostras, ou varias “fotos”, pode facilitar a
identificacdo de padroes ou marcadores bioldgicos que sao especificos de uma
determinada espécie, cultivar ou de um determinando estagio de
desenvolvimento da planta. Pode-se identificar também, padrdes
caracteristicos de plantas doentes, estressadas ou ainda padrées metabdlicos
de plantas em determinadas estagdes do ano (Kim et al., 2011). Estes
metabdlitos identificados, sdo considerados os produtos finais da expressao
génica (Gromova and Roby, 2010) representando assim, o verdadeiro fenétipo
molecular de uma célula, tecido, 6rgao ou organismo (Duportet et al., 2011;
Tyagi et al., 2010)

Algumas plantas, apesar de pertencerem a mesma espécie,
apresentam caracteristicas morfolégicas ou fenotipicas diferentes entre si (Kim
et al.,, 2011) , P. obtusifolia, € uma espécie amplamente cultivada e varias
variedades foram desenvolvidas com a finalidade comercial, incluindo: P.
obtusifolia, P. obtusifolia variedade rubi, P. obtusifolia variedade lim&o e P.
obtusifolia variedade variegata

Desta forma, decidiu-se entdo analisar e comparar os perfis
metabolémicos destas 4 variedades, a fim de descobrir o fator ou fatores

58



responsaveis por essas mudancas morfoldgicas entre as variedades. Estas 4
variedades de P. obtusifolia podem ser encontradas nos jardins do LQPN-USP;
sao elas:

Quadro 3 Variedades existentes de P. obtusifolia

Variedade Foto

Peperomia obtusifolia

Fonte: www.davesgarden.com

Peperomia obtusifolia
variedade rubi”

&

¥
»

T

W

Fonte: www.gopixpic.com

Peperomia obtusifolia
variedade ‘1imao”

Fonte: www.cloudjungle.com

N
¥ i % 4 i
R il 8

Peperomia obtusifolia
variedade ‘Variegata”

Fonte: www.gopixpic.com
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4.1 Materiais e Métodos:

A coleta das folhas aconteceu no mesmo horario, nos jardins do

LQPN-USP, cujo preparo da amostra foi realizado a partir de 5 folhas adultas

por variedade. Este procedimento foi feito de acordo com a metodologia

padronizada, descrita na secao 3 (Fig.11), onde os rendimentos encontram-se

no quadro 4:

Quadro 4 Rendimento das extra¢des referente a 5 folhas adultas de cada espécie

Foto

arden.com

. Material
Variedade Fresco EMB
Peperomia
obtusifolia 1949 0.195g
Peperomia
obtusifolia 24,7 g 0,280 g
variedade “Rubi”
Peperomia
obtusifolia 13,75 ¢ 0,171 g
variedade “Limao”
Peperomia
obtusifolia
variedade 22,59 02329
“Variegata”

Fonte: www.gopixpic.com
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Amostra Fresca

-Quenching
-Trituragao
-Extragdo com
MeOH em
Turrax
-Concentragao

Fase Apolar
Hexano — Hex:AcOEt

(9:1)

CC - Silica Gel
(D=1,8cm h=12cm)
2,5g Fase fixa
Volume — 15 mL

Eluentes Hexano, AcOEt, MeOH

Fase Intermediaria

Fase polar

Hex:AcOEt (9:1)- AcOEt 100% - MeOH

AcOEt 100%

100%

Figura 11 Metodologia empregada para a extragao e separagao dos extratos brutos

4.1.1 Analise por CLAE-DAD

Os extratos brutos foram dissolvidos em metanol a fim de se obter

uma concentragdo de 1mg/mL, em seguida a solucao foi filtrada em filtros

PTFE de 0,45um.
Shimadzu, com sistema de bombas binario (LC-10 AD) equipado com detector

Aliquotas de 20 pL foram analisadas por CLAE-DAD

de arranjo de diodo (SPD-10 AVP), coluna Phenomenex Luna (C18, 5um, 250
X 4.6 um) e uma unidade de controle SCL-10.

A fase mével utilizada consistiu de ACN:H-O ( 1% acido férmico),

aplicando-se 0 modo de eluicdo por gradiente (Tabela 4) em um fluxo de

1 mL/minuto. Trés replicatas de cada grupo foram analisadas. Os dados foram

coletados por meio do software Class-VP

Tempo (min) Concentragdo ACN (%)
0-2 30

2-10 30-40

10-45 40-100

45-50 100

50-55 100-30

55-60 30

Tabela 4 Sistema utilizado para analisar

P. obtusifolia ACN: Agua (0,1% &acido férmico)

os extratos brutos das 4 variedades de
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4.1.2 Analise por RMN

Para analise de RMN de 'H, foi utilizado espectrémetro DRX 300
(Bruker) com frequéncia de 300 MHz, e os solventes deuterados da Merck
foram : CDCl; e DMSO.As amostras analisadas seguiram um padrao,
possuindo a mesma concentracao (1mg/mL para a fase apolar, 5Smg/mL para a
fase intermediaria, 10 mg/mL para a fase polar e 10mg/mL para o extrato
bruto), o mesmo volume (700 pyL) e mesmo numero de scans (32). Trés

replicatas biol6gicas (extrato e fases) de cada grupo foram analisadas.

4.1.3 Analise de Componente Principal (PCA)

As analises de componentes principais foram realizadas sobre os
dados de RMN obtidos, onde a faixa total escolhida para analise foi entre 0.1 e
12 ppm, com binings de 0.02 ppm. O software utilizado foi o “ The
Unscrambler” versdo 9.7 . Os picos referentes ao TMS e CDCI; foram

descartados. Os dados nao foram normalizados pela area.

4.2 Resultados e discussao

A fim de analisar diferencas ndao s6 na forma dos perfis gerados
por RMN de 'H, como também na concentragdo destes, os dados néo foram
normalizados pela area, pois uma vez normalizados desta maneira, todos os
picos ficam com a mesma area, ndo permitindo mais este tipo de avaliagao,
pois a area dos picos esta diretamente relacionada a concentragao.

Analisando os cromatogramas e 0s espectros dos extratos brutos
de P. obtusifolia e suas variedades, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os perfis das amostras, porém, pdde-se perceber certa
diferenca entre as variedades, ao verificar os dados de RMN analisados por
PCA. Segundo o grafico de scores e loadings (Fig.14-15), pdde-se verificar que
a P. obtusifolia estava fortemente influenciada por picos tipicos de hidrogénio
metilénico de anel, em 2.5 e 2.48 ppm, e também por picos tipicos de
hidrogénio de metila prenilada, com deslocamentos quimicos em 1.64, 1.66,
1,72, 1,76 e 1.78 ppm, o que certamente diferenciou o grupo Peperomia
obtusifolia de suas variedades. Adicionalmente também foi observado em 1.24
ppm (picos caracteristicos de Hidrogénios metilénicos de acidos graxos de

cadeia longa), influenciando a variedade “Variegata”.
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Figura 12 Espectro de RMN de 'H do extrato bruto das variedades de Peperomia obtusifolia,
1. Variedade Rubi 2. Variedade Limao 3. Variedade Variegata 4. P. obtusifolia.

(CDCls, 300 MHz).
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Figura 13 Cromatogramas referentes aos extratos brutos das folhas de Peperomia obtusifolia e suas
variedades.A=254 nm 1. Variedade Rubi 2. Variedade Lim&o 3.Variedade Variegata 4. P. Obtusifolia
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Figura 14 PCA dos extratos brutos de Peperomia obtusifolia e suas variedades (liméo, rubi e variegata)
analisados por RMN
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Figura 15 Gréfico de loadings dos extratos brutos de Peperomia obtusifolia e suas variedades (limao,
rubi e variegata) analisados por RMN
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Ao comparar os deslocamentos quimicos das substancias ja
isoladas da espécie (Tanaka et al., 1998) com os picos do grafico de loadings
que influenciavam a espécie Peperomia obtusifolia, pbde-se perceber que se
tratava de picos caracteristicos de cromenos, como a Peperobtusina A e
Peperobtusina B (Fig. 16)

1.66 ppm / ’ 1.71 ppm
0 8
2.45 ppm ﬂ ! 15\/ 247 ppm 16\/’

eperobtusina A

Peperobtusina B

1.7 ppm 1.7 ppm Tanaka et.al., 1998

Figura 16 Deslocamentos quimicos tipicos dos cromenos

4.3 Consideracoes Finais

Diante disso, pode-se concluir, que apesar das 4 variedades
serem da mesma espécie, elas possuem sim, metabolomas ou fendtipos
diferentes, uma vez que o metaboloma representa o fenétipo de cada individuo.
Essa diferenca entre os grupos foi caracterizada pela maior influéncia de picos
tipicos de cromenos sobre o grupo P. obtusifolia e pela influéncia de picos de
acidos graxos de cadeia longa sobre a variedade “Variegata”

Pode-se concluir também que a espectroscopia de RMN de 'H
aliada a andlise multivariada de dados, demonstra ser uma ferramenta bastante
util na andlise de fingerprinting metabdlico de P. obtusifolia e suas variedades,
gerando um rapido screening dos perfis metabolémicos, e possibilitando a

identificacdo metabdlitos responsaveis pela separagédo entre as variedades.
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5. Anadlise metabolomica de P. obtusifolia frente a estresse
biético provocado por Monoplatus sp: comunicacao inter-
plantas e reconfiguracao metabdlica.

Plantas terrestres servem como fonte de alimento para uma
estimativa de 1 milhdo de espécies de insetos herbivoros, dos quais,
aproximadamente, dois tercos sao besouros (Coleoptera) ou lagartas
(Lepidoptera) que geralmente causam danos por meio de suas mandibulas,
desenvolvidas para mastigar, cortar ou rasgar (Shoonhoven et al., 1998)

No seu habitat natural, as plantas passam por diversos tipos de
estresse bidtico todos os dias (Walling, 2000) representando uma batalha entre
plantas e insetos, quem tem ocorrido ao longo de milhées de anos (Wu and
Baldwin, 2009)

Como consumidores primarios, os insetos langam mao de varias
estratégias para conseguirem obter alimentos de suas plantas hospedeiras
(Howe and Jander, 2008). Por outro lado, as plantas, como organismos
sésseis, possuem mecanismos de defesa contra ataques de herbivoros, os
quais evoluiram nesses milhdes de anos (Wu and Baldwin, 2009)

Essas defesas podem ser representadas por uma variedade de
compostos produzidos pela planta que funcionam como defesa direta ou
indireta (Bennett and Wallsgrove, 1994)

Glicosidios cianogénicos, glicosinolatos, alcaloides, terpenoides,
compostos fendlicos, inibidores de proteinas (IP’s) etc., sdo exemplos de
compostos utilizados em defesa direta, pois possuem efeitos toxicos,
repelentes e anti-digestivos contra possiveis predadores como herbivoros ou
patdgenos (Bennett and Wallsgrove, 1994; Pechan et al., 2000). Outras classes
de metabdlitos secundarios derivados de plantas com propriedades de defesa
bem conhecidas, também podem ser incluidos, como por exemplo: taninos,
saponinas, cardenolideos e furanocumarinas (Aharoni et al., 2005; Frey et al.,
1997). Evidéncias indicam que a diversidade metabdlica de toxinas produzidas
por plantas, ampliam o espectro de defesa contra multiplos herbivoros que por
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sua vez, possuem diferentes estratégias para se alimentar e diferentes
mecanismos de resisténcia (Aharoni et al., 2005; Mewis et al., 2005)

Logo, hd uma boa razao para se acreditar que os metabdlitos
secundarios, resultam de uma coevolugcao entre herbivoros e plantas, onde
aqueles tentam comer e estes tentam nao ser comidos (Becerra, 2007).
Barreiras fisicas como cuticulas, tricomas e espinhos, também podem ser
classificadas como mecanismos de defesa direta (Kessler and Baldwin, 2002).

Como estes compostos de defesa sado potencialmente toxicos
(até mesmo para as plantas que os produzem), o armazenamento de
precursores inativos ou atdxicos que séo ativados apo6s ataque de herbivoros, é
um tema bastante estudado em biologia de plantas. Por exemplo, 2,4-diidroxi-
1,4-bonzoxazin-3-ona (DIBOA), uma toxina encontrada no milho, é
armazenada na sua forma inativa ( DIBOA-glicosidio ) (Howe and Jander,
2008). Glicosinolatos, geralmente sdo enzimaticamente ativados através de
fragmentacao provocada pela enzima mirosinase, para assim produzir produtos
téxicos originados desta fragmentagcdo. Além disso, cianeto de hidrogénio, o
inibidor respiratério é liberado a partir de glicosidios cianogénicos durante
ataque de herbivoros (Hummelbrunner and Isman, 2001; Mewis et al., 2005).

Apds sofrer uma injuria mecanica ou um ataque de herbivoro, as
plantas podem acionar um sistema de defesa indireta, liberando um complexo
bouquet de compostos organicos volateis (COV’s) ou produzindo néctar
extrafloral, a fim de atrair parasitoides e predadores, os inimigos naturais
destes herbivoros (Dicke, 1999; Engelberth et al., 2004; Heil, 2008; Kessler and
Baldwin, 2002; Pare and Tumlinson, 1999).

Além de atrair os predadores naturais destes herbivoros, essa
mistura de volateis também pode funcionar como defesa direta, repelindo os
ovos depositados pelos insetos por exemplo (De Moraes et al., 2001; Kessler
and Baldwin, 2001). Outra funcao, estaria atrelada a interacao planta-planta,
mais precisamente relacionada a defesa, um tipo de comunicacao exercida por
meio de volateis emitidos de uma planta predada para suas vizinhas (Farmer,
2001; Kessler and Baldwin, 2002). Estudos em laboratérios com varios tipos de
espécies diferentes de planta, evidenciaram que COV's liberados por plantas
predadas, podem induzir suas vizinhas intactas, a se prepararem para o pior, 0
que foi comprovado por mudancgas na transcricdo de genes relacionados a
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defesa (Quadro 5) (Arimura et al., 2000; Arimura et al., 2002; Gomi et al., 2003;
Kost and Heil, 2006; Paschold et al., 2006), ou seja, plantas que podem
perceber estes volateis emitidos pelos vizinhos e ativar um mecanismo de
defesa adequado, obtém uma certa vantagem em relacdo as plantas que sao
incapazes de interpretar este tipo de “informacao” (Kost and Heil, 2006).

Estes COV's consistem basicamente de produtos da rota do
acido chiquimico/triptofano (inddlicos e salicilato de metila), rota dos
isoprendides (terpendides ciclicos e aciclicos), derivados de lipidios resultantes
da rota da lipoxigenase/hidroperéxido liase ( volateis de 6 carbonos ou volateis
Cs) e por ultimo, oximas e nitrilas (derivados de aminoacidos) (Dicke, 1999;
Dicke et al., 1999; Engelberth et al., 2004; Pare and Tumlinson, 1999)

Estudos indicam que apds sofrerem injuria mecéanica ou ataque
por herbivoros, as plantas liberam volateis em duas fases (McCall et al., 1994;
Walling, 2000): na primeira fase, os volateis séo liberados imediatamente (na
primeira hora) ap6s injuria, ja na segunda fase, outros volateis recém
sintetizados sao liberados de 5 a 6 horas apés a injuria (Pare and Tumlinson,
1998; Walling, 2000)

Em outras palavras, dentro de um ecossistema natural, o
sinergismo dos mecanismos de defesa direta e indireta, provém uma maior
resisténcia contra um amplo espectro de herbivoros (Gatehouse, 2002; Kessler
et al., 2004)

Ja em relagdo ao momento em que estes mecanismos de defesa
sao ativados (maneira como eles sado regulados), eles podem ser classificados
em duas categorias: defesa constitutiva (ou estatica) e defesa induzida (ou
ativa) (Gatehouse, 2002). A Defesa constitutiva é constituida por barreiras
fisicas (como calose, parede celular, espinho) e metabdlitos de defesa, os
quais sao armazenados nos tecidos das plantas, independente do nivel de
ameaca que a planta esteja sofrendo (Bostock, 2005; Paiva, 2000). Por
exemplo, tecidos de 6rgaos reprodutores tipicamente acumulam grandes
quantidades de metabdlitos e proteinas de defesa (Bostock, 2005). Por outro
lado, plantas podem ativar uma resposta induzida no local onde o tecido foi
danificado ou amplificar esta resposta sistemicamente, preparando assim,
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Quadro 5 Genes ativados apos estresse provocado, seja por injuria mecanica ou ataque por herbivoros. As espécies sdo mencionadas porque
genes similares em outras plantas possuem nomes diferentes, embora o produto gerado pela ativagdo desses genes tenha

Genes Funcao desempenhada pelos produtos dos genes Referéncia
LOX ( Tomate ) o o N - , , oy . A
LOX codifica a 13-lipoxigenase, que sintetiza o acido 13-hidroperoxido-octadecatriendico a partir do acido linolénico ( um )
LOX1,LOX2 . . (Walling, 2000)
) ) acido graxo do tipo 18:3)
(Arabidopsis)

PAL (Tomate)
PAL (Arabidopsis)

PAL ( Fenilalanina aménia liase )é importante para a biossintese do &cido salicilico, flavonoide, fitoalexinas, ligninas e outros
fendlicos que compdes as paredes celulares

(Walling, 2000)

Pin2,pin1 (Tomate)
Pin(Arabidopsis

Genes Pin codificam inibidores de serina proteases. Pins interferem no crescimento e desenvolvimento de insetos por meio

de uma hiperindugéo de proteases no intestino do inseto

(Walling, 2000)

Sys (Tomate)

Sys codifica a prosistemina, proteina que é proteoliticamnte transformada na sua forma ativa, a sistemina. Sistemina é

encontrada apenas em plantas da familia Solanaceae e é um potente ativador da rota dos octadecanoides

(Walling, 2000)

AQOS (Arabidopsis)

AOS codifica a enzima aleno oxido sintase, a qual converte o acido linolénico (18:3) para a forma 13-hidroperéxido. Esta
enzima esta envolvida na rota dos octadecanoides, tendo um papel importante na resposta a danos mecanicos.

(Walling, 2000)

PR-2 (Tabaco)

PR-2 codifica a proteina B-1,3-glucanase, proteina relacionada a patogénese, possui atividade antifungica, pois o B-1,3-

(Ebrahim et al.,

glucano é um componente importante presente na parede celular de muitos fungos patogénicos. 2011)
PR-3 (Tabaco) PR-3 codifica as quitinases LI, IV, V, VI, VI, , proteina relacionada a patogénese, possui atividade antifungica, pois a quitina (Ebrahim et al.,
-3 (Tabaco
€ um componente importante presente na parede celular de muitos fungos patogénicos. 2011)

CHS (Arabidopsis)

CHS codifica a enzima chalcona sintase, importante na sintese de flavonoides

(Walling, 2000)

GPX (Arabidopsis)

GPX codifica a glutationa peroxidase, importante no combate a radicais livres.

(Walling, 2000)

PDF1.2 (Arabidopsis)

PDF1.2 codifica a proteina defensina, que possui atividade antimicrobiana.

(Walling, 2000)

WRS (Arabidopsis)

WR3 (Wound Response 3 ) codifica um RNA que acumula em resposta a injuria mecanica, fungéo incerta.

(Walling, 2000)

Thi2.1 (Arabidopsis)

Thi2.1 codifica a tionina, um pequeno polipeptideo com atividade antifungica

(Walling, 2000)
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tecidos mais distantes e ainda intactos, para um futuro ataque (Bostock, 2005;
Heil and Ton, 2008; Karban and Baldwin, 1997; Kessler and Baldwin, 2002).
Muitas destas respostas induzidas ocorrem em apenas algumas horas
(Bostock, 2005; Karban and Baldwin, 1997)

Ambas as defesas podem custar caro para as plantas, uma vez
que elas desviam reservas de carbono e nitrogénio, antes direcionadas ao
crescimento e reprodugdo, para suprir seus mecanismos de protecao, logo,
estes mecanismos de defesa devem ser finamente regulados a fim de néo
comprometerem a vitalidade, longevidade ou reproducao da planta (Tian et al.,
2003; Walling, 2000; Wu and Baldwin, 2009; Zavala et al., 2004). A partir disso,
presume-se que plantas utilizam um sistema regulatério sofisticado em seu
metabolismo, identificando e priorizando cada tipo de sinalizacdo ou rota
metabdlica, a fim de manter o equilibrio entre crescimento e defesa (Karban
and Baldwin, 1997; Wu and Baldwin, 2009)

Pouco se sabe ainda sobre os eventos de reconhecimento
molecular que ativam a imunidade da planta. Embora a injuria mecanica e o
ataque de herbivoros, levem ambos a danos ou perdas teciduais, plantas
respondem de maneira diferente a esses dois tipos de estresse (Alborn et al.,
1997; Arimura et al., 2000; Baldwin, 1990; Halitschke et al., 2001; Reymond et
al., 2004; Wu and Baldwin, 2009; Wu et al., 2007). De alguma maneira elas
conseguem distinguir um ataque por herbivoro de uma simples injaria
mecanica, e diante disso, elas ativam respostas especificas para cada
situacdo, evitando assim, o desperdicio de metabdlitos ou reservas
direcionadas a defesa (Felton and Tumlinson, 2008; Jones and Dangl, 2006;
Mithofer and Boland, 2008; Wu and Baldwin, 2009)

Evidéncias indicadas por estudos de diversos tipos de
combinacdes inseto-planta, demonstraram que o ataque por herbivoro, ou
simplesmente a adicdo de secrec¢des orais de herbivoros aos tecidos de
plantas danificados, promovem uma resposta diferente ou maior que uma
resposta provocada apenas por injaria mecéanica (Arimura et al., 2004a;
Arimura et al., 2004b; De Moraes et al., 2001; Schmelz et al., 2006; Turlings et
al., 1990)
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Existem duas teorias que podem explicar como as plantas
diferenciam uma simples injuria mecanica de um ataque provocado por inseto.
A primeira teoria diz que as plantas sdo capazes de perceber moléculas
exbégenas, conhecidas como promotores quimicos (Quadro 6), que
compreendem compostos de plantas modificados pelo inseto ou moléculas
encontradas em secrecbes orais de insetos e fluidos de ovos depositados
(Jones and Dangl, 2006; Mithofer et al., 2005). A segunda teoria diz que as
plantas também podem reconhecer padrboes especificos de danos teciduais,
como a quantidade de tecido removido e a frequéncia com que é removido, e
isto pode diferenciar um ataque por herbivoro de um simples dano tecidual
(Jones and Dangl, 2006; Mithofer et al., 2005; Wu and Baldwin, 2009)

Os detalhes sobre os mecanismos de transducdo de sinais
envolvidos na resposta do sistema imune da planta merecem certamente um
estudo mais profundo, entretanto, sabe-se até agora que este sistema
altamente sensivel é acionado no sitio onde ocorreu o dano, por meio de sinais
hidraulicos e elétricos (Rhodes et al., 1999) que rapidamente induzem a uma
série de eventos como despolarizacdo de membrana celular, fluxo de ions,
modulacdo de fitorménios, geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
oxido nitrico e ativagdo de cascatas de sinais que involvem quinases e
fosfatases (Bolwell and Wojtaszek, 1997; Maffei et al., 2004; Maffei et al., 2006;
Orozco-Cardenas et al., 2001; Orozco-Cardenas and Ryan, 2002; Wu et al.,
2007).

Essa cascata de sinais resultam no acumulo de RNAs e
proteinas relacionados a defesa, seja local ou sistemicamente, os quais
possuem diversos papéis, como por exemplo: fortificar e modificar paredes
celulares, modificar proteinas, aumentar a sintese de metabdlitos secundarios
(Kombrink and Somssich, 1997; Reymond and Farmer, 1998) ou producéao de
segundo mensageiro como 0s jasmonatos, fitorménios da rota dos
octadecandides, que possuem um papel dominante na resposta imunoldgica
das plantas frente a estresses provocados de diversas maneiras (Fig.17) (Chini
et al., 2007; Staswick, 2008; Thines et al., 2007)
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Quadro 6 Exemplos de agentes promotores ou “Elicitors” encontrados em secrecdes orais de insetos ou fluidos de ovos depositados por
insetos As plantas sdo mencionadas na tabela, pois nem todas as espécies respondem aos agentes promotores da mesma maneira. *Imagem
retirada do site http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do (Protein Data Bank)

Substancia

Origem

Tipo

Acgao

Referéncia

Secrecdo oral de
Pieris bassicae

Enzima

Induz a liberagdo de
compostos  volateis
das folhas de repolho

(Kessler and
Baldwin, 2002)

Glicose oxidase *

Secrecao oral de
Helicoverpa zea

Enzima

Estimula a producdo
de H,0, no local de
ataque, formando
ROS e assim
potencializando a
defesa da planta

(Kessler and
Baldwin, 2002)
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Continuacao quadro 6

o}
N-17-Hidroxilinolenoil-L-glutamina (Volicitina)

NH,

Secrecao oral de
Lepidoptera

Ac. Graxo
conjugado com
aminoacido (FAC)

Induz a liberagdo de
compostos  volateis
das folhas de milho

(Kessler and
Baldwin, 2002; Wu
and Baldwin,
2009)

Provoca alteragdo no

proteoma ,induz
mudancas na
expressao génica,
estimula a producao
de nicotina e
inibidores de
proteinase em

Nicotiana attenuata

(Howe and Jander,
2008)

lle——Asp—Cys lle——NH,
Asn

Gly——Val——Cys——Val——Asp——Ala——COOH

Secrecdo oral de
Lepidoptera

Peptideo

Estimula a liberagdo
de etileno em feijdo e

(Howe and Jander,

. 2008)
caupi
Induz a produgdo de
etileno, Ac. | (Wu and Baldwin,

Inceptina jasmoénico e Ac. 2009)
salicilico em caupi
HO, [e)
ANV4
N
& o
HO AN Secrecdo oral de Ac. Graxo sufatado | Induz a liberagdo de | (Howe and Jander,
Shistocerca conjugado com compostos volateis 2008; Wu and
0 - " americana aminoacido em milho Baldwin, 2009)
HOOC)

Caeliferina B (16:1)
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Continuacao quadro 6

@)

@) —
\(CH2>8/_\<CH2){

OH
Bruquina

)

OH

Fluidos de ovos de
Bruchus pisorum L.

Diol de cadeia
longa esterificado

Induz a formacgdo de

pequenas calosidades

debaixo dos ovos em
espécies de ervilha

(Howe and Jander,
2008; Wu and
Baldwin, 2009)

CN

Cianeto de benzila

Fluidos de ovos de
Pieris brassicae

Derivados
aromaticos

Impede a oviposicao
de ovos em couve

(Wu and Baldwin,
2009)
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Herbivoria
Estresse abidtico
Injdria Mecénica

Ativachic de cascatas de sinais

paredes
o celulsras

Predador/Parasitdide

Reconfiguracdo Metabdlica

\ »| Defasa Direta

5| Defesz Indireta >

Figura 17 Mecanismo geral de defesa das plantas frente a diversos tipos de estresse provocados

Estudos relacionados indicam que metabdlitos de defesa sao
produzidos (volateis ou nao) ap6s injuria ou ataque por herbivoro dentro de
algumas horas (Arimura et al., 2000; Bostock, 2005; Karban and Baldwin, 1997;
Mattiacci et al., 1995). Neste atual estudo, realizou-se uma abordagem
diferente, a qual foram analisadas respostas a longo prazo, identificando o que
foi produzido apés dias ou semanas (ao invés de horas) pds-estresse, e 0s
resultados obtidos foram bem diferentes em relagdo aos estudos de curto
prazo. Para este tipo de experimento, foi escolhida a espécie Peperomia
obtusifolia .

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Material Botanico e Método de Cultivo

Trinta plantas adultas e saudaveis da espécie Peperomia
obtusifolia, foram transferidas dos jardins do Instituto de Quimica da

76



Universidade de Sao Paulo para vasos de plastico ( uma planta por vaso ),
contendo terra adubada .

Todas as plantas (adultas e intactas) do referido estudo foram
retiradas dos jardins do LQPN-USP e plantadas individualmente em vasos de
plastico (volume de 500 mL), as quais foram cultivadas em uma estufa
(CLIMACELL, do grupo MMM) com diversos parametros controlados, como :
poténcia da luz irradiada (100%), fotoperiodo (12 horas), temperatura (21°C no
ciclo escuro/30°C no ciclo claro) e umidade relativa (50%). Elas foram divididas
em trés grupos de dez, os quais foram intitulados: “predado” , “controle interno”
e “controle externo” , onde cada grupo foi submetido a um tipo de situacao
diferente. O primeiro grupo, ou grupo “predado”, ficou confinado em uma caixa
de plastico transparente com entrada de ar, ao qual foram adicionados 25
besouros da espécie Monoplatus sp (Fig.18). O segundo grupo, chamado
“controle interno”, foi colocado no mesmo ambiente do grupo “predado”, porém
como o grupo predado encontrava-se dentro de uma caixa de plastico, os
besouros ficaram impossibilitados de atacar as plantas do controle interno
(Fig.19), ja o terceiro grupo (“controle externo”) também foi cultivado em
estufa, porém, isolado dos outros dois grupos. As amostras de folhas de cada
grupo foi analisado por RMN de 'H, CLAE, espectrometria de massas e CG
em intervalos de 10 dias, terminando o experimento no 30° dia.

Figura 18 Foto do besouro Monoplatus sp.
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\ l; P L
Figura 19 Plantas em contato inicial com os besouros (lado esquerdo). Grupo predado e controle interno dentro da
estufa, devidamente separados.

5.1.2 Metodologia de Extracao

Cinco folhas adultas de cada grupo foram colhidas ( coleta
sempre na mesma hora ) e imediatamente congeladas sob nitrogénio liquido,
posteriormente foram trituradas com ajuda de gral e pistilo a fim de realizar a
extragdo com 50 mL de Metanol ( 2 x ) a temperatura ambiente (Fig.20). A
solucao extrativa foi concentrada em rotaevaporador a 20 °C e a agua residual
foi evaporada sob vacuo ( CentriVap — Labconco ).

Coleta sempre no
mesmo horario Quenching com N,

P 3
\.,a
—_—

Trituragao sob N,

Concentragdo

_> Andlise CLAE , RMN e
Separagao EM

Extragdo com MeOH em

Fil [¢]
Turrax lltraca

Figura 20 Metodologia de extragdo empregada para a andlise dos grupos “predado” ,
“Controle Interno” e “Controle Externo”
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Figura 21 Folhas de P.obtusifolia predadas ap6s 10 dias (A),20 dias (B) e 30 dias (C)

5.1.3 Analise por CLAE-DAD

Os extratos brutos foram dissolvidos em metanol a fim de se obter
uma concentragdo de 1mg/mL, em seguida a solucao foi filtrada em filtros
PTFE de 0,45um. Aliquotas de 20 uL foram analisadas por CLAE-DAD
Shimadzu, com sistema de bombas binario (LC-10 AD) equipado com detector
de arranjo de diodo (SPD-10 AVP), coluna Phenomenex Luna (C18, 5um, 250
X 4.6 um) e uma unidade de controle SCL-10.

A fase mobvel utilizada consistiu de ACN:H.O (0,1% acido
férmico), aplicando-se 0 modo de elui¢cdo por gradiente (Tabela 5) em um fluxo
de 1 mL/minuto. Trés replicatas de cada grupo foram analisadas em todos os
periodos (10, 20 e 30 dias); os dados foram coletados por meio do software
Class-VP

Tempo (min) Concentragdo ACN (%)
0-2 20

2-10 20-40

10-45 40-100

45-50 100

50-55 100-20

55-60 20

Tabela 5 Método utilizado para analisar os perfis dos extratos provenientes dos 3 grupos
estudados em todos os periodos (10, 20 e 30 dias)

5.1.4 Analise por CLAE-EM

As amostras dos extratos brutos foram preparadas do mesmo
modo que as amostras citadas anteriormente, que em seguida foram
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analisadas por CLAE-EM (Apéndices A-B). O cromatografo utilizado era da
marca Shimadzu com duas bombas analiticas modelo LC-20 AD, equipado
com coluna Phenomenex Luna (C18, 5um, 250 x 4.6 um), detector UV/Vis
SPD-20A e uma unidade de controle CBM-20A. A fase mével utilizada consistiu
de ACN:H»0 (0,1% acido férmico) no modo de eluigdo por gradiente (Tabela 6)
em um fluxo de 1 mL/minuto. Os comprimentos de onda escolhidos para
analise foram: 254nm e 280 nm. Esse sistema estava acoplado a um
espectrémetro de massas Bruker, o qual utilizava ionizagdo por electrospray a
4kv (modo positivo e negativo) e analisador do tipo microTOF-QIl. O fluxo
utilizado para o massas foi de 200 uL/min, com gas N, nebulizado a 2 Bar e
gas N, de secagem a 8 L/min. A temperatura de secagem utilizada foi de 200
°C, a energia do quadrupolo foi de 5 eV e a energia de colisdo foi de 10 eV. A
radiofrequéncia de colisdo foi de 200 Vpp e o alcande de massas foi de 100 a

1000 Daltons. A calibracéao foi realizada utilizando formiato de sédio.

5.1.5 Analise por HS-CG-EM

As folha frescas (~1g) foram seladas em vials de vidro, os quais
foram mantidos a -20°C até serem analisados por HS-CG-EM. A cromatografia
gasosa de headspace foi realizada utilizando-se um auto-injetor Shimadzu,
com coluna capilar Rxi-5ms de 10m x 0.1mm x 0.1um, acoplado a uma
espectrébmetro de massas operando no modo de ionizagcdo por impacto de
elétrons a 70 eV.

A temperatura do forno aumentou de 40°C para 90°C a 36°C/min.
A temperatura do injetor e do detector estava a 250°C. A temperatura da
agulha foi mantida a 60°C e o volume de injecéo foi de 2000 L. Hélio gasoso
foi utilizado como gas carreador em um fluxo de 1 mL.min"' com a presséo do
inlet a 30 psi no modo Split (1:30).

A quantidade de cada volatil detectado foi calculada baseada na
area do pico e expressa como porcentagem relativa em relagéo a area total de
todos os picos do cromatograma. As porcentagens das areas foram obtidas do
espectro do CG sem a utilizacdo de padrao interno ou fatores de correcédo. A
identificacdo dos compostos volateis foi baseada nos indices de retencao de
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Kovat (IK), referenciados a uma série de homoélogos de n-alcanos (C8-C40) e
calculados de acordo com a equacédo de Van den Dool & Kratz (Vandendool
and Kratz, 1963). Comparacado dos espectros de massa publicados (Adams,
2007) com os espectros da biblioteca do GC/MS (NIST 98 e WILEY) também
foram utilizados para identificar compostos. Co-injecdo com padrdes auténticos
de a-pineno, [B-pineno, mirceno, a-terpineno e limoneno também foram
utilizados na identificacdo de volateis (todos os padrbes produzidos pela
Sigma-Aldrich Brazil). Trés replicatas biolégicas de cada grupo foram
analisadas em todos os periodos mencionados (10, 20 e 30 dias)

5.1.6 Analise por RMN

Os extratos brutos, assim como as fases, obtidas por metodologia
padronizada descrita na seg¢do 4, foram analisados por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de 'H. O espectrometro DRX 300 (Bruker)
possuia frequéncia de 300 MHz, e foram utilizados CDCIl; e DMSO da Merck
como solventes deuterados.

As amostras analisadas seguiram um padrdo, possuindo a
mesma concentracdo (1mg/mL para a fase apolar, 5mg/mL para a fase
intermediaria, 10 mg/mL para a fase polar e 10mg/mL para o extrato bruto), o
mesmo volume (700 pL) e mesmo numero de scans (32). Trés replicatas
biolégicas (extrato e fases) de cada grupo foram analisadas em todos os
periodos mencionados (10, 20 e 30 dias).

5.1.7 Analise de Componente Principal (PCA)

As analises de componentes principais foram realizadas sobre os
dados de RMN obtidos, onde a faixa total escolhida para analise foi entre 0.1 e
12 ppm, com binings de 0.02 ppm. O software utilizado foi o “ The
Unscrambler” versao 9.7 e o “R” versao 3.1.1.

No software “The Unscrambler”, os dados foram obtidos com
normalizacao pela area e sem normalizacdo pela area. Ja com o software “R”
os dados foram obtidos sem normalizagéo pela area (Apéndice C). Em nenhum

momento foi realizado escalonamento dos dados obtidos por RMN.
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5.2 Resultados e discussao

Para ter certeza de que o estresse provocado a planta estaria
diretamente relacionado a predacdo provocada pelo besouro Monoplatus sp,
decidiu-se controlar variaveis como: intensidade da luz irradiada, tempo de
exposicao a luz, umidade relativa, temperatura do ambiente e irrigacdo, as
quais, se nao controladas, possivelmente poderiam influenciar na mudanca do
perfil metabdlico da espécie. Além de padronizar o cultivo, 0 método de coleta
das folhas, extracao, fracionamento do extrato bruto e analise, obedeceram ao
protocolo estabelecido na secédo 3, possibilitando assim, a obtencado de
resultados fidedignos.

Analisando-se o0s perfis cromatograficos dos extratos brutos
provenientes dos trés grupos mencionados anteriormente (Fig. 22-24), foi
detectado um aumento na concentracao dos picos (X Y ) nos grupos “predado”
e “controle interno” em relagdo ao “controle externo” (no qual os picos
mantiveram-se estaveis nos periodos analisados), mais especificamente na
analise do 20° dia, onde os maiores niveis de concentragdao foram atingidos
(Fig. 22B e 23B). Paralelamente, também se observou uma diminuigdo na
concentracédo do pico “Z” nos grupos “predado” e “controle interno” (Fig. 22-23)
, em relacao ao “controle externo” .

Diante dos cromatogramas obtidos dos trés grupos estudados,
pode-se dizer entdo, que houve uma possivel resposta, representada por uma
reconfiguracdo metabdlica, por parte das plantas predadas e das plantas do
controle interno, pois foi detectada uma mudanca no perfil metabdlico desses
dois grupos. Além disso, seria possivel correlacionar a mudanca de
concentracdo dos picos X e Y (picos polares) com o pico Z (apolar), pois uma
vez que o pico Z, diminui de tamanho, os picos X e Y aumentam, ocorrendo
assim uma possivel relacao biosintética entre esses picos.

Pode-se adicionar também, que o0 grupo “controle interno”
(10 dias) passou a responder de forma semelhante ao grupo predado, apenas
no vigésimo dia, observando-se entdo, uma demanda maior de tempo, para se

reconfigurar de maneira semelhante ao grupo predado.
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Figura 22 Perfil metabolémico do extrato bruto de P. obtusifolia depois de 10 dias (A), 20 dias (B)
e 30 dias (C) de predagao
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Figura 23 Perfil metabolédmico do extrato bruto de P. obtusifolia representando o “controle interno”
apods 10 dias (A), 20 dias (B) e 30 dias (C)
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Figura 24 Perfil metabolémico do extrato bruto de P. obtusifolia representando o “controle externo”
apods 10 dias (A), 20 dias (B) e 30 dias (C)

Em relacdo aos espectros de ressonancia magnética nuclear de
'H dos extratos brutos referentes aos trés grupos em estudo em todos os
periodos de analise (10, 20 e 30 dias) (Fig.25-60), p6de-se perceber por meio
da analise de componente principal (dados ndo normalizados), utilizando
apenas o PC1, (Fig.61), a formacdo de 2 grupos distintos, com o primeiro
grupo representando o controle externo (10,20 e 30 dias) € o segundo grupo,
representado pelas amostras restantes (“predado” e “controle interno”, 10, 20 e
30 dias).

Analisando-se 0 PC1 x PC2 (Fig.62), pdde-se observar desta vez,
trés grupos distintos, representados pelo grupo “Controle Externo” (10 20 e 30
dias), grupo “predado” (10,20 e 30 dias) junto com “Controle Interno” (20 e 30
dias), e finalmente, o terceiro grupo, representado pelo “controle interno” (Cl)
(10 dias). Esses dados (PC1 x PC2) corroboraram com os perfis metabdlicos
observados nos cromatogramas citados acima, pois foi observado nenhuma

mudanca nos perfis do controle externo (configurando o primeiro grupo), assim
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como também foi observado que os grupos “predado” (10,20 e 30 dias) junto
com “Controle Interno” (20 e 30 dias) mudaram seus perfis de maneira
semelhante (caracterizando o segundo grupo) e finalmente, foi observado que
o grupo “controle Interno” sé passou a ‘responder” ou mudar seu perfil
metabdlico de maneira semelhante ao grupo predado no vigésimo dia,
originando um terceiro grupo (Controle interno 10 dias).

Analisando o grafico de loadings (Fig.62), pbdde-se perceber que o
grupo “predado” e “Controle Interno” (20 e 30 dias) sofriam uma forte influéncia
de picos que apresentavam deslocamentos quimicos em 2.5 ppm (tipico de
hidrogénio metilénico de anel), assim como picos em 1.66, 1.68, 1.70, 1.72,
1.74 e 1.78 ppm.(tipicos de hidrogénio de metila prenilada).

Ao comparar os deslocamentos quimicos das substancias ja
isoladas da espécie (Tanaka et al., 1998) com os picos do grafico de loadings
que influenciavam o grupo “predado” e “controle interno”, observou-se entao
que se tratava de picos caracteristicos de cromenos (compostos tipicos do
género), como a Peperobtusina A e Peperobtusina B (Fig. 16), indicando
assim, que a reconfiguracdo metabdlica da espécie frente ao estresse bidtico
era caracterizada por um aumento significativo da produg¢ao de cromenos.

Ao realizar a analise de componente principal dos mesmos
dados, porém, desta vez, normalizados pela area (Fig.63), ndo foi possivel
observar estas mudancas de concentracdo de compostos entre 0s grupos
estudados, uma vez que ao normalizar os dados pela area, boa parte da
variancia é reduzida, mascarando entdo estas diferencas. Porém, com os
dados normalizados, pdde-se observar trés grupos distintos, cuja diferenca foi
baseada nos periodos de analise, e ndo no tipo de grupo estudado,
configurando assim, outra visdo sobre o perfil metabdlico, influenciado pelo
envelhecimento das plantas.

Os grupos: “Controle Externo”, “Controle Interno” e “Predado”
também foram analisados isoladamente (Fig. 64-69), demonstrando que havia
uma diferenca intra grupo entre as amostras de 10,20,30 dias, o que nao foi
observado, quando foram analisados todos 0s grupos simultaneamente.
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Figura 26 Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de P. obtusifolia apés 20 dias de predagdo (CDCls 300 MHz)
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Figura 27 Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de P. obtusifolia apés 30 dias de predagao (CDCls 300 MHz)
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Figura 28 Espectro de RMN de 'H do extrato bruto de P. obtusifolia representando o controle interno apés 10 dias
(CDCl3 300 MHz)
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Figura 34 Espectro de RMN de 'H da fase apolar de P. obtusifolia apés 10 dias de predagio (CDCls 300 MHz)
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Figura 36 Espectro de RMN de 'H da fase apolar de P. obtusifolia apés 30 dias de predacao (CDCls 300 MHz)
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Figura 44 Espectro de RMN de 'H da fase intermediaria de P. obtusifolia apés 20 dias de predagdo (CDCls 300 MHz)
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Figura 45 Espectro de RMN de 'H da fase intermediaria de P. obtusifolia apés 30 dias de predagdo (CDCls 300 MHz)
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Figura 47 Espectro de RMN de 'H da fase intermediaria de P. obtusifolia representando o controle interno apés 20 dias
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Decidiu-se entdo investigar mais profundamente por que o
controle interno no vigésimo dia de experimento, estava respondendo de
maneira semelhante ao grupo predado, mesmo sem estar sofrendo nenhum
tipo de predacéao por parte do Monoplatus sp. Langou-se entdo a hipétese de
haver uma possivel comunicacao interplantas (planta predada com controle
Interno), por meio de compostos volateis, o que foi estudado por meio de
cromatografia gasosa de headspace das folhas dos trés grupos.

Ao analisar por CG de headspace a porcentagem relativa de
terpenoides liberados (Tabela 6) pelos trés grupos, nos trés periodos de
analise (10,20 e 30 dias), percebeu-se que houve um aumento significativo na
porcentagem de a-pineno e B-pineno no grupo “predado” (Fig. 76) e “controle
interno” (Fig. 77) em relacdo ao “controle externo” (Fig. 78), enquanto que o
oposto aconteceu com os terpenos mirceno e limoneno. Este aumento ou
diminuicdo da porcentagem de volateis liberados, foi detectado ja na primeira
andlise, aos 10 dias de tratamento, e os referidos niveis foram mantidos até a
ultima analise , ocorrida no 30° dia. Os outros terpenos detectados como: B-
ocimeno, terpinoleno, canfeno etc, ndo mostraram mudancgas significativas em

nenhum grupo durante os 30 dias de experimento.

5.3 Consideracoes finais
As diferencas entre os perfis do grupo “predado” e “controle

externo”, ambos detectados por analise de CLAE, RMN e CG, indicam que foi
acionado algum tipo de mecanismo de defesa ou reconfiguragdo metabdlica
por parte da planta atacada, o que foi demonstrado por CLAE, pelo aumento
dos picos X Y e reducéo do pico Z (Fig. 22B), corroborados pelos dados de
RMN analisados por PCA e por mudangcas nos niveis de concentracao de
compostos fixos, como o0s cromenos e copostos volateis liberados,
caracterizado pelo aumento dos niveis de a-pineno e B-pineno e diminuicao de
limoneno e mirceno.

Além disso, a semelhanca entre os perfis dos grupos “predado” e
“controle interno” sugere que houve um tipo de comunicacdo entre eles,
provavelmente através da mudanca de seu bouquet de compostos volateis
emitidos do grupo “predado” para o “controle interno”, 0 que pode ter induzido o
“controle interno” a se reconfigurar de maneira semelhante ao grupo “predado”,

mesmo sem ter sofrido nenhum tipo de ataque por herbivoro.
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Tempo | Compound Kb K2 C.Externo | C.Externo | C.Externo C.Int.erno C.Intgrno C.Intgrno Preda_géo Preda_géo Preda_géo _Métp_do d~e

10 DIAS 20 DIAS | 30 DIAS 10 dias 20 dias 30 dias 10 dias 20 dias 30 dias | identificagao
2,675 | a-Pineno 939 | 938 | 26.6+0.6 | 26.0+0.5 | 24.9+0.8 | 41.3+1.2 | 41.1#1.1 | 46.4+0.6 | 47.0:0.1 | 40.4+0.7 | 46.0+1.5 | IR, EM, CI
2.784 | Canfeno 954 | 954 | 6.2+0.6 5.4%0.2 6.120.3 | 5.2#0.4 | 4.620.2 | 6.8+0.7 | 59+0.3 | 4.0+0.7 | 4.4%0.2 IR, EM
3.042 | B-pineno 979 | 979 | 0.30.1 0.5£0.2 | 0.4x0.2 | 1.8:0.1 | 8.5%0.3 | 4.6%0.2 | 6.1x0.3 | 20.5¢1.0 | 8.2:0.6 | IR, EM,CI
3.089 | Mirceno 990 | 901 | 44.420.7 | 44.0+1.0 | 45.4x0.7 | 34.8:0.5 | 33.9£0.7 | 30.9+0.2 | 30.1£0.1 | 27.3x0.4 | 26.8x1.1 | IR, EM,Cl
3.265 | o-terpineno 1017 | 1019 | 1.120.1 0.940.3 1.0+0.2 | 0.6x0.1 | 0.6+0.3 | 0.2+0.0 - - 0.9+0.1 IR, EM, CI
3.319 | O-cimeno 1026 | 1025 | 0.4#0.2 | 0.5+0.1 | 0.6£0.2 | 0.1+0.0 | 0.1+0.0 | 0.1+0.0 - - - IR, EM
3.348 | Limoneno 1030 | 1031 | 13.220.7 | 12.2+0.4 | 12.7%0.5 | 7.4%0.2 | 6.5%0.5 | 6.6x0.2 | 6.2+0.7 | 4.20.1 6.820.5 | IR, EM, CI
3.409 | Silvestreno 1032 | 1032 | 0.840.3 | 0.8+0.1 0.620.1 | 0.740.1 | 0.6+0.0 | 0.40.0 - - 0.7+0.1 IR, EM
3.477 | £-B-ocimeno | 1050 | 1052 | 3.3:0.8 | 4.2¢t0.2 | 3.9+0.6 | 4.0:0.3 | 2.3:0.4 | 2.0+0.5 | 2.5:0.3 | 1.8#0.3 | 4.0:0.4 IR, EM
3.55 | E-B-ocimeno | 1088 | 1090 | 0.6+0.1 0.7+0.1 0.620.0 | 0.6%¢0.2 | 0.740.3 | 0.8+0.1 | 1.1#0.2 | 0.9%0.1 1.140.2 IR, EM
3.74g | Terpinoleno | 1ogg | 1289 | 2.4+0.3 2.3+0.2 2.1+0.4 1.5¢0.1 | 0.120.0 | 0.1+0.0 - - - IR, EM, CI
Total 99.2+0.4 | 97.3+0.8 | 98.2+0.9 | 98.0+1.0 | 98.9+0.5 | 98.8+0.7 | 98.9+0.3 | 98.6+0.5 | 98.840.4

Tabela 6 Porcentagem relativa de terpenoides liberados pelas folhas dos grupos “predado” “controle interno” e “controle externo”.? Indices de retencéo calculados, baseado nos
® indices de Kovat lineares retirados da literatura. IR: indice de

tempos de retengdo comparados aos da série de n-alcanos em uma coluna capilar de 10 m do tipo Rxi-5ms

retengdo; EM: espectro de massas; Cl: co-injecdo com padrdes auténticos.
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Outra observacao importante pode ser mencionada em relagao
aos picos X Y , do grupo “predado”, os quais, obtiveram o maior nivel detectado
no 20° dia (Fig. 22B) seguido de decréscimo no 30° dia, sugerindo assim, que o
mecanismo de defesa da planta possui um ciclo com um periodo de tempo
ainda nao sabido ou que a planta simplesmente mudou sua estratégia de
defesa, utilizando outros meios biosintéticos.

Estudos anteriores compararam a quantidade de volateis
liberados por folhas infestadas e nédo infestadas de feijao-lima. Nestes estudos
foram realizadas analises de curto prazo, as quais indicaram um aumento de
Z(3)hexenol (composto volatii de 6 carbonos) apdés 1 hora de ataque
promovido por acaros; além disso, um aumento na concentragdo de E(B)-
ocimeno foi detectado apds 24 horas de ataque (Arimura et al., 2000).
Constatou-se também que folhas de feijao-lima, expressam genes relacionados
a defesa como : PR-2 basico, SAMS, SAMDC e ACO apés 24 horas de
exposicao a vapores de E(f3)-ocimeno sintetizados (Arimura et al., 2002).

Diante destes resultados, pode-se concluir que, apesar de nao ter

sido detectada nenhuma mudanca nos niveis de concentracdo de
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Z(3)hexenol ou (B)-ocimeno, como descrito anteriormente por estudos de
curto prazo, as mudancas observadas neste atual estudo, podem sugerir um
mecanismo de defesa de longo prazo, representado pela emissdo de um
bouquet de volateis de constituicao diferente, o qual pode acionar seus
vizinhos a se prepararem para um ataque iminente, induzindo-os a modificar
seu metaboloma , prepara-los para reagir ao ataque, e assim, aumentar suas

chances de sobrevivéncia.
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6. Conclusoes

e Através de estudos com trés tipos de materiais botanicos da mesma
espécie (material fresco, liofilizado e seco em estufa) definiu-se que o
material botanico fresco foi o melhor indicado para ser utilizado no
protocolo padrdo para preparo das amostras de Peperomia obtusifolia.

e Por meio da andlise de PCA dos dados de RMN das 4 variedades de
Peperomia obtusifolia, pode-se perceber que apesar de pertencerem a
mesma espécie, todas possuiam metabolomas diferentes entre si.

e A espectroscopia de RMN de 'H aliada a anélise de dados multivariada
demonstrou ser uma ferramenta bastante atil na analise de fingerprinting
metabodlico de P. obtusifolia e suas variedades. Esta metodologia foi
definida como uma analise modelo para diferenciar a Peperomia
obtusifolia de suas variedades.

e O estudo sobre o estresse bibtico provocado pelo besouro Monoplatus
sp. sobre a planta em estudo, demonstrou por meio de técnicas
analiticas como: CLAE, CLAE-EM, RMN, e HS-CG, que as plantas
predadas respondiam ao estresse provocado, através de uma
modificacdo ou reconfiguracdo metabdlica, alterando assim a
concentracdo do compostos do seu metaboloma, como os cromenos por
exemplo.

e Também foi verificado que nao apenas as plantas predadas, como as
plantas intactas que estavam no mesmo ambiente das plantas predadas,
responderam de maneira semelhante ao grupo predado.

e Esta resposta das plantas intactas que estavam no mesmo ambiente
das plantas predadas deve-se a um tipo de comunicacdo entre as
plantas predadas e nao predadas, cuja “mensagem” é passada por meio
de um complexo bouquet de volateis, o qual induz suas vizinhas a se
prepararem para um possivel ataque, melhorando a eficiéncia da
resposta e deste modo, aumentar suas chances de sobrevivéncia.

e Foi detectado por meio de HS-CG, que o bouquet de volateis das
plantas predadas, possuia um teor diferente do padrdo (chamado neste
estudo de “controle externo”), caracterizado por uma menor
concentragdo de limoneno e mirceno e uma maior concentragdo de
a-pineno e B-pineno ,configurando possivelmente a “mensagem” que
induzia seus vizinhos a modificar seu metaboloma.
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7 Perspectivas

e |solar e identificar os principais compostos envolvidos na mudanca do
metaboloma de Peperomia obtusifolia, assim como, o de suas
variedades.

e Entender melhor 0 mecanismo de comunicagao inter-plantas por meio
de volateis, e verificar se este tipo de comunicacado segue um padrao em
outras espécies.

e Descobrir quais sdo 0s genes responsaveis por mudar o perfil
metabolédmico de Peperomia obtusifolia apbs estresse bibtico provocado.
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Apéndice A — Cromatogramas do extrato bruto de P. obtusifolia obtidos por LC-MS
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Cromatograma do extrato bruto de Peperomia obtusifolia, obtido pelo LC-MS (280 nm)
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Apéndice B — Espectros de Massas do extrato bruto de P.obtusifolia obtidos

por LC-MS
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Apéndice C — Analise discriminante de componente principal (DPCA) dos
extratos brutos de Peperomia obtusifolia, referente aos 3 grupos que foram
analisados por RMN de 'H.
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de experimento ( Cl = Controle Interno, CE = Controle Externo e P = predagéo)
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