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Vida!

Para nds, vida & resultante da sincronizagio de complexos de redes engrenadas. Assim, substéancias
operam engrenadas entre si formando redes metabdlicas que funcionam sincronizadas dentro dos
organismos. Por sua vez, cada organismo também néo existe independentemente, e integrado com outros
organismos formam redes morfoldgicas dentro dos biomas e estes, por sua vez, operam engrenados
originando redes biogeograficas (ecoldgicas). Até mesmo bioatividade (fungéo) pode ser incorporada a
esse complexa. VIDA £ QUIMICA!

Otto Richard Gottlieb
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RESUMO

RAMOS, Ygor Jessé. Estudos Quimiofenético e Farmacognostico de Piper gaudichaudianum
Kunth e Piper multinodum C. DC. (Piperaceae). 2021. 283 f. Tese (Doutorado em Biologia
Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Piper gaudichaudianum Kunth e Piper multinodum C. DC. sdo espécies que apresentam
padrdo de distribuicao espacial distintos, sendo aquela de uso medicinal ¢ esta inédita dos pontos
de vista quimico e farmacoldgico. Essas espécies foram estudadas com a finalidade de se avaliar
como a plasticidade fenotipica quimica se apresenta ¢ como essa ¢ influenciada pelos fatores
espaciais (areas de distribuicao e 6rgdos vegetativos diferentes) e temporais (ritmo circadiano e
sazonalidade), bem como essas alteragcdes podem influenciar nas atividades bioldgicas. Para
entender essa complexa trama bioldgica, foram realizadas coletas, cultivos, aplicacdo de técnicas
cromatograficas e métodos espectrométricos, além das atividades antimicrobiana e antifingica.
Foram realizadas avaliagdes dos padrdes quimiofenéticos a partir da composi¢ao quimica dos
6leos essenciais (OEs) de P. gaudichaudianum e P. multinodum. Foi desenvolvida e testada
conceitualmente uma metodologia preditiva para avaliagdo quantitativa da oxidac¢ao-redugao de
misturas complexas de substancias pelos inéditos Nivel de Oxirredugdo Ponderado (Nor) e indice
Ecolégico de Oxirredugio (IEor) (Indice Geral de Oxirredugio para Mistura - GMog, ou indice
de Ramos & Moreira), desenvolvidos nesta Tese. Os OEs de P. gaudichaudianum apresentaram
nas folhas as substancias majoritdrias biciclogermacreno, E-cariofileno, eudesmadieno, E-
nerolidol, a-cadinol e espatulenol. As analises quimiométricas ¢ as correlagcdes realizadas
permitiram evidenciar que houve alteragdes na composicdo quimica em diferentes estagios
fenolégicos e, mais evidentemente, entre os dias e as noites do que entre os periodos seco e
chuvoso. Determinou-se a existéncia de nove possiveis quimiotipos para P. gaudichaudianum.
As analises de Nor e IEor evidenciaram que existe um direcionamento para um possivel equilibrio
redox ao longo do dia para noite. Foi possivel demonstrar que a diversificagdo em numero de
substancias por esqueleto de carbonos nos OEs é acompanhada pelo aumento do nivel de oxidacao
ponderada das substancias. Ainda, registrou-se por analises quimiométricas que as composigdes
volateis nao variaram sob condi¢ao de cultivo controlado. Para P. multinodum foi possivel, pela
primeira vez, caracterizar a composi¢do quimica do OE, e demonstrar diferengas quimicas
significativas e biossintéticas entre os diferentes 6rgdos. As partes aéreas (folhas, galhos, inflo- ¢
infrutescéncia) registraram, majoritariamente, a-pineno e uma predominéncia dos metabdlitos das
vias mevalonato ou metileritrose fosfato; e as partes menos aéreas (caules e raizes) exibiram em
maior teor percentual E-metil-isoeugenol e euasarona, com predominancia de substancias da via
do chiquimato. Essas variagdes de composi¢do quimica foram importantes para determinagdo da
atividade biologica, pois amostras contendo arilpropanoides demonstraram maior inibi¢do de
crescimento bacteriano. Andlise dos resultados do IEor possibilitou inferir sobre um gradiente
oxidativo em P. multinodum, sendo as misturas mais oxidadas presentes nas folhas e as mais
reduzidas nas raizes. Nas varia¢des sazonais e circadiana determinou-se o a-pineno (15 — 60%)
como componente majoritario. Foi possivel evidenciar para P. multinodum que as variagdes
quimicas presentes nos OEs estdo associadas aos fatores abidticos e a fenologia, bem como
associar essas variagdes quimicas a atividade contra Candida glabrata resistente fluconazol. Com
base em todos os resultados obtidos, descrevemos pela primeira vez a alta plasticidade fenotipica
quimica apresentada em diferentes escalas temporal e espacial e suas implicagdes para
quimiofenética, quimiossistematica e ecologia em duas espécies de Piperaceae que servem de
base para estudos futuros com outras espécies dessa familia.

Palavras-chave: Substincias volateis. Sazonalidade. Polimorfismo quimico. Plasticidade

fenotipica. Quimiodiversidade. Bioatividade.



ABSTRACT

RAMOS, Ygor Jessé. Chemophenetic and pharmacognostic studys of Piper gaudichaudianum
Kunth and Piper multinodum C. DC. (Piperaceae). 2021. 283 f. Thesis (PhD in Plant

Biology) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Piper gaudichaudianum Kunth and Piper multinodum C. DC. are species that show
distinct spatial distribution patterns, being the former medicinal and the latter new from the
chemical and pharmacological points of view. These species were studied with the purpose of
evaluating how the chemical phenotypic plasticity is presented and how it is influenced by spatial
(distribution areas and different vegetative organs) and temporal (circadian rhythm and
seasonality) factors, as well as how these alterations may influence the biological activities. To
understand this complex biological issues, collections, cultivations, application of
chromatographic techniques and spectrometric methods, as well as antimicrobial and antifungal
activities were performed. Evaluations of chemophenetic patterns from the chemical composition
of essential oils (EOs) of P. gaudichaudianum and P. multinodum were carried out. A predictive
methodology was developed and conceptually tested for quantitative evaluation of the oxidation-
reduction of complex mixtures of compounds by the unpublished Weighted Average Redox
standard (Sro) and Ecological Oxirreduction Index (Elro) (General Mixture Redox Index - GMro,
or Ramos & Moreira index), developed in this Thesis. The EOs of P. gaudichaudianum presented
in the leaves the majority compounds bicyclogermacrene, E-caryophyllene, eudesmadiene, E-
nerolidol, a-cadinol and spatulenol. The performed chemometric analyses and the correlations
allowed evidencing that there were changes in the chemical composition in different phenological
stages and, more evidently, between days and nights than between the dry and rainy periods. The
existence of nine possible chemotypes for P. gaudichaudianum was determined. The analyses of
Sro and Elro showed that there is a direction for a possible redox balance from day to night. It
was possible to demonstrate that the diversification in number of compounds by carbon skeleton
in the EOs is followed by the increase of the level of oxidation weighted of the compounds.
Furthermore, it was recorded by chemometric analyses that the volatile compositions did not vary
under controlled cultivation condition. Considering P. multinodum, it was possible for the first
time to characterize the chemical composition of the EO, and to demonstrate significant chemical
and biosynthetic differences among the different organs. Aerial parts (leaves, branches, inflo- and
infructescences) recorded mostly a-pinene and a predominance of metabolites from the
mevalonate or methylerythrose phosphate pathways; and the non-aerial parts (stems and roots)
showed higher percentage of E-methyl-isoeugenol and euasarone, with a predominance of
compounds from the shikimate pathway. These chemical composition variations were important
for determination of the biological activity, because samples containing arylpropanoids showed
higher inhibition of bacterial growth. Analysis of the results of EIro made possible to infer about
an oxidative gradient in P. multinodum, being the most oxidized mixtures present in the leaves
and the most reduced ones in the roots. In seasonal and circadian variations, a-pinene (15-60%)
was determined as the major component. It was possible to evidence for P. multinodum that the
chemical variations in the EOs are associated to abiotic factors and phenology, as well as to
associate these chemical variations to the activity against fluconazole resistant Candida glabrata.
Based on all the results obtained, we describe for the first time the high chemical phenotypic
plasticity presented in different temporal and spatial scales and its implications for
chemophenetics, chemosystematics and ecology in two Piperaceae species that may be used for
future studies with other species of this family.

Keywords: Volatile compound. Seasonality. Chemical polymorphism. Phenotypic plasticity.

Chemodiversity. Bioactivity.
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INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ um complexo de ecossistemas de grande importancia que abriga
uma parcela significativa da diversidade biolégica do Brasil e do mundo, além de ser
considerada Patrimdnio Nacional pela Constitui¢do da Republica Federativa do Brasil (Art.
225). Entretanto, ¢ um dos biomas mais ameacados do planeta, mesmo sendo apontado como
um dos cinco mais importantes hotspots de biodiversidade. Devido ao alto grau de endemismo
e acentuado nivel de degradagdo dos seus habitats, diversos animais e plantas encontram-se sob
risco de extingdo (STEHMANN et al. 2009; VARJABEDIAN, 2010).

Na Mata Atlantica estdo presentes 216 familias de angiospermas, distribuidas em 2.066
géneros e 15.548 espécies. Dentre elas, 289 espécies pertencem a familia Piperaceae que inclui
o género Piper L.. Esse género detém uma ampla diversidade quimica juntamente com suas
aplicagdes bioldgicas. A busca por novos farmacos a partir da biodiversidade, principalmente
para antifiingicos (candidiase) e doengas negligenciadas (tuberculose), ainda se apresenta como
um desafio. Possivelmente, esse género poderd apresentar espécies cujos extratos, fracdes,
6leos essenciais e/ou substancias isoladas poderao auxiliar no tratamento dessas doengas (OMS,
2006; MOREIRA et al., 2016; MACEDO et al., 2017; SILVA et al., 2017; GUIMARAES,
2020b).

Atualmente, o modelo estratégico mais adequado para o isolamento e identificacao de
substancias com potenciais terapéuticos € a partir de estudos farmacognoésticos biomonitorados,
que correlacionam o conhecimento da estrutura dos constituintes quimicos de uma planta com
substancias com atividade biologica ou farmacologica, com énfase nesta Gltima, e ndo somente
um foco centrado no isolamento e determinacdo estrutural, como na fitoquimica classica
(PINTO et al., 2002). Associar analises em Quimiofenética aos estudos farmacognoésticos
podera contribuir significativamente para essa busca, além de auxiliar na compreensdo de
padrdes (tendéncias) de quimiodiversidade em Piperaceae, que ¢ um assunto ainda pouco
explorado.

Para o desenho dessa Tese buscou-se obter duas espécies com proximidades
morfologicas que aduzissem padrdes de comportamentos ecoldgicos e quimicos diferentes, com
base na hipotese nucleo-satélite (sabe-se que existe um padrdo espacial de distribuicdo de

individuos nos biomas) (HANSKI 1982; MEHRANVAR; JACKSON, 2001). Tem-se,
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portanto, uma espécie com registro de uso medicinal secular denominada de Piper
gaudichaudianum Kunth que possui comportamento nuclear (espécies cujos individuos sdo
abundantes e amplamente distribuidos espacialmente) e uma espécie inédita dos pontos de vista
quimico/ farmacologico e com comportamento satélite (espécies cujos individuos sio raros e/ou
pouco distribuidos), denominada de Piper multinodum C. DC. Essas duas espécies foram
estudadas com a finalidade de se avaliar como a plasticidade fenotipica quimica se apresenta,
bem como essa ¢ influenciada pelos fatores espaciais (areas de distribui¢do e 6rgdos vegetais
diferentes) e temporais (ritmo circadiano e sazonalidade), e qual ligagao desses fatores com as

atividades biologicas estudadas.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Os metabdlitos especiais e as modulaces metabdlicas

Todas as defini¢cdes existentes sobre a vida de um organismo envolvem a compreensao
do funcionamento molecular. Mesmo os conceitos que aplicam as relagdes comunicativas como
o principal fator de concepgao, passando por algo abstrato e filosofico, baseiam-se na idéia de
interagdes causadas por estimulos moleculares. Conceitos bioquimicos fornecem as bases para
a vida, que ¢ essencialmente estruturada a partir da idéia da existéncia de genes (gendtipo) que
definem trajetdrias biossintéticas a partir de uma tradugdo por transcrigdes consecutivas de
enzimas para a produ¢cdo metabolica de macromoléculas e micromoléculas, que dao forma e
movimento (fisiologia) a vida (Figura 1) (GOTTLIEB, 1992; 2012; PROSS, 2016;
KAUFFMAN, 2020).

Figura 1— Niveis de manifestagdes do gendtipo.
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Fonte: adaptado de Gottlieb, 1992.

Os caminhos para expressoes de formas e fisiologia levam a constru¢do da magnitude
da biodiversidade ou diversidade biologica. Esses envolvem diferentes niveis organizacionais,

tais como biogeografico (biomas), morfologico (organismos), metabolico (substancias) e
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funcional (bioatividades). Esses niveis se inter-relacionam de maneira direta e se adaptaram
(especializaram) no decorrer da evolugao e das condigdes do entorno (GOTTLIEB et al.,1996;
GOTTLIEB; BORIN, 2012).

As respostas na forma e fisiologia sdo promovidas pelo metabolismo, definido como
um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem continuamente nas células por rotas ou vias
bioquimicas moduladas por enzimas (unidades cataliticas) na geracao de produtos finais que
sao substancias organicas. O metabolismo geral pode ser subdivido por defini¢do tedrica como:
basal (i.e. metabolismo primario) e especial (i.e. metabolismo secundario) (GOTTLIEB, 1992;
GOTTLIEB; BORIN, 2012; SIMOES et al., 2017; MICHAEL, 2017; NODA-GARCIA et al.,
2018).

O metabolismo basal est4 intimamente ligado 2 manutencdo da vida e a reprodugdo. As
substancias produzidas por esse metabolismo sdo denominadas de metabdlitos basais (i.e.
metabolismo primario) ou macromoléculas. Esses tém sua producao em escala elevada e estao
presentes em todos os organismos (distribuicdo universal). Como exemplo tem-se os
carboidratos, proteinas e lipideos (GOTTLIEB; BORIN, 2012; SIMOES et al., 2017;
MICHAEL, 2017; NODA-GARCIA et al., 2018).

O metabolismo especial ou especializado (i.e. metabolismo secundario) é encontrado
em diversas partes dos organismos vivos. Diferentemente dos metabdlitos basais, os
metabolitos especiais possuem distribuicao restrita a grupos pertencentes a um mesmo género,
espécie ou linhagem. Quando comparada a sua producao, essa ocorre em pequena escala. Suas
estruturas possuem maior diversidade e complexidade, ocasionando muitas vezes um reflexo
sobre as funcdes adaptativas dentro dos taxons que a produzem (GOTTLIEB; BORIN, 2012;
SIMOES et al., 2017). Mas como os metabdlitos basais se relacionam com os metabdlitos

especiais?

1.2 Diversificagdo micromolecular e a plasticidade fenotipica quimica

A evolugdo macro- e micromolecular ndo foi linear (GOTTLIEB, 1992). Igualmente, a

evolugdo da vida ocorreu em blocos (KIRSCHNING, 2020). Quimicamente, a teoria aceita é
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que a formagdo desses metabolitos foi possivel gragas a redugdo do carbono inorganico para o
carbono organico. Por sucessivas reagdoes de condensagdo foram originados os metabolitos
primarios e por processo de oxidagdo desses, foi possivel formar os metabolitos especiais. E
possivel compreender que diversos “eventos” biogeoquimicos ocorreram ao longo do tempo, o
que permitiu sua formacgao e diversificagdo. No entanto, esse fato leva a conclusdo que um esté
intimamente relacionado com o outro (GOTTLIEB, 1992; THEIS; LERDAU, 2003; DUPLAIS
etal., 2020).

A teoria empregada para o surgimento dos metabdlitos especializados ¢ associada a
“constru¢ao de membranas”. Acredita-se que essa foi criada, principalmente, para o controle
do gradiente idnico/eletronico gerado, originalmente, por uma vesicula pré-bidtica e,
posteriormente, por uma membrana bidtica. Essa proposta justificaria as diversificagdes
encontradas em diferentes reinos, por exemplo, os numeros de tipos de membranas que o Reino
Vegetal possui sdo maiores em comparacdo a outros reinos, por isso também a maior
diversificacdo (GOTTLIEB; BORIN, 2012).

Essa teoria se reforca no modo de diversificagcdo dos metabolitos primarios em relagao
aos especiais. Embora ndo sejam tao frequentes quanto aqueles do metabolismo especializado,
evidéncias acumuladas indicam que as vias e enzimas do metabolismo primario podem ter se
diversificado durante a evolucdo das plantas. Essas alteragdes, relativamente raras no
metabolismo primario, provavelmente contribuiram para grandes inovagdes evolutivas no
Reino Vegetal, incluindo a evolucdo de vias metabodlicas especializadas, e portanto, a
diversidade quimica das plantas (MAEDA et al., 2019; DUPLALIS et al., 2020).

Pelas fungdes associadas aos metabolitos primarios nas plantas pode-se observar que a
chave para sobrevivéncia das espécies, ao longo da evolugdo, foi garantir uma tendéncia a
otimizagdo da diversidade, como ¢ demonstrado na figura 2A (GOTTLIEB, 1982a). No entanto,
como derivado desse, o metabolito micromolecular apresentou uma maior diversificagdo,
principalmente, pela fungdo plastica catalitica das enzimas derivadas de pressdes que levaram

a pequenas mutagdes frequentes no material genético (Figura 2).
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Figura 2- Conceitos basicos de evolugao micromolecular.
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Fonte: GOTTLIEB (1982).

A principal estratégia para essa diversificagdo dos metabdlitos especiais levou Gottlieb
(1982) a crer que a evolugdo dos precursores primarios prosseguiu por etapas de reacoes de
bloqueio. Esse bloqueio leva a novas linhagens metabolicas. Dentro de cada linha, a evolucao
dos metabdlitos pertencentes a um grupo biogenético ocorre por diversificacdo (Figura 2A).

O segundo postulado ¢ que a diversificagdo tem relagdo direta com os diferentes padroes
de oxidagdes atmosféricos ao longo da evolucao (Figura 2B). Isso foi possivel de ser postulado,
pois observou—se que as substancias altamente oxidadas geram novas linhagens quimicas. No
entanto, dentro de cada linha, a evolugdo ocorre por desoxigenacdo. Embora a evolugdo possa
ser racionalizada pela consideracdo separada do metabolismo primdrio e secundario, tal
distingdo ¢ artificial (GOTTLIEB, 1982a,b; 1990; 1992; GOTTLIEB; BORIN, 2012).

Esses postulados geram uma importancia significativa para o oxigénio atmosférico na
plasticidade fitoquimica. A historia evolutiva da vida na Terra ¢ composta de variagcdes nos
padrdes de oxigenagdo. Os organismos vivos se desenvolveram na busca por facilitar o
suprimento desse elemento quimico tdo vital para o funcionamento dos sistemas biologicos.

Porém, sua forma ativa pode oferecer protecdo contra xenobioticos (ex: desintoxicagdao de
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drogas e destruicdo de microrganismos patogénicos), bem como, pode gerar degradacdes (ex:
oxidagdo lipidica e envelhecimento). A degradacao oxidativa (hidrolitica) causada pelo meio
ambiente ¢ um dos principais desafios para a vida e, por isso, 0s seres vivos, principalmente as
plantas, desenvolveram um mecanismo para suporta-la ou contorna-la (GOTTLIEB, 1992).

No Reino Vegetal, conforme mencionado, houve a expansdo das vias biossintéticas
decorrida de mudancas nos niveis de oxigénio atmosférico. Essa expansao levou ao sucesso na
conquista terrestre (Figura 3). Por exemplo, a expansao da via do chiquimato levou a formagao
de arilpropanoides e flavonoides para protecdo contra a radiagdo ultravioleta (UV). Essas
expansdes na biossintese foram uma das mais importantes para a conquista do meio terrestre,
principalmente, na prote¢ao contra a exposicdo ao sol e na captura de radicais livres de
oxigénio. Esses metabolitos e a formagdo de cuticulas na defesa contra a dessecagdo
desempenharam um papel critico na evolucdo das algas verdes em direcdo a transicdo de
musgos e hepaticas, hoje diversificados em ambientes terrestres (GOTTLIEB, 1990;
DELGODA; MURRAY, 2017; DAVIES et al., 2020).

Apoés a inovacdo na prote¢do contra a radiagdo UV, quase 40 milhdes de anos se
passaram. Os avangos oxidativos dos metabolitos especializados da rota do chiquimato em
dire¢do a sequéncia de desidratacdo e condensagdo formaram as ligninas, um polimero fenélico
complexo que promoveu resisténcia a forga gravitacional e reduziu drasticamente os problemas
de dessecacdo existentes, permitindo a proliferacdo de espécies em locais mais secos
(DELGODA; MURRAY, 2017; DAVIES et al., 2020).

O constante declinio do dioxido de carbono atmosférico no final da era Paleozoica,
somado a outros fatores, favoreceu a selecdo natural para a formacgdo de folhas verdadeiras.
Estas apresentavam estruturas semelhantes aos atuais tricomas com fung¢ao de defesa mecanica
e quimica. A expansao da via biossintética dos acidos aminados levou a formagao de alcaloides
com baixo peso molecular, além da ocorréncia de diversificagdes estruturais de fenolicos e
terpenoides de menor peso molecular (GOTTLIEB; BORIN, 2000; DELGODA; MURRAY,
2017; DE-VRIES; ARCHIBALD, 2018; YONEKURA-SAKAKIBARA et al., 2019).
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Figura 3- Expressao de metabdlitos especiais nos principais pontos de ramificag¢do da filogenia
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Fonte: adaptado de Delgoda; Murray (2017)

A fixacdo das raizes melhorou a absor¢ao de dgua no final do Devoniano. Esse passo
foi crucial para o surgimento das espécies com sementes nuas precursoras das atuais
gimnospermas. Esse processo demandou das espécies um aperfeigoamento na defesa e nas
interacoes com a biota (principalmente, microrganismos) do solo, levando a maior
especializacao nos esqueletos dos flavonoides, principalmente isoflavonoides (substancias com
anel B ligado ao carbono 3 do anel C). O estabelecimento de camadas contendo taninos para
protecao adicional nas sementes nuas, nas gimnospermas, surgiu associado com o aumento da
oxigenacao atmosférica levando a efetividade da propagagdo dessas espécies pela diminuigdo
do consumo desses recursos (GOTTLIEB; BORIN, 2000; DELGODA; MURRAY, 2017; DE-
VRIES; ARCHIBALD, 2018; YONEKURA-SAKAKIBARA et al., 2019).

A reducdo dos niveis de oxigénio levou a uma retragdo oxidativa, que do ponto de vista
biogenético, levou a uma maior diversificacdo nos esqueletos de metabodlitos especiais,
aumentando a variedade de espectros de cores e odores a partir de metabdlitos especiais
(GOTTLIEB, 1992; GOTTLIEB; BORIN, 2000, DELGODA; MURRAY, 2017).
Antocianinas, antocianidinas, terpenoides (principalmente, monoterpenos e carotenoides),
flavonas e flavonois foram a principal inovagdo que permitiu o sucesso evolutivo para as
espécies de angiospermas. Um metabolismo com substancias reduzidas também levou a

reducao das transformagdes enzimaticas, corroborante com a tese de diversificacao oxidativa
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nas angiospermas (GOTTLIEB, 1992; DELGODA; MURRAY, 2017; DE-VRIES;
ARCHIBALD, 2018; DUPLAIS et al., 2020).

As diversificacdes caminharam de fato para substancias capazes de garantir a
sobrevivéncia (reproducdo e energética), como os metabolitos basais, e para garantir uma
melhor comunicagdo atrativa, retrativa ou mortifera, como os metabdlitos especiais, entre 0s
diferentes organismos (DUPLALIS et al., 2020).

Michael (2017) descreveu que as enzimas que catalisam a mesma reacao evoluiram
independente das diferentes dobraduras de proteinas. A mesma dobra pode produzir enzimas
que reconhecem substratos diferentes e enzimas que executam quimicas diferentes. Genes que
codificam enzimas tUteis podem ser transferidos entre organismos e até mesmo entre os
principais dominios da vida (fungos endofiticos e plantas hospedeiras).

Os metabolitos especializados em nivel funcional podem ser vistos apenas como
vocéabulos linguisticos (informagdo), ecologicos e evolutivos. A partir dele pode-se
compreender os fendmenos naturais envolvendo as interagdes dos ecossistemas com sua
sincronizagdo, modulagdo, organizagdo e o Status quo da existéncia (GOTTLIEB; BORIN,
2000; KESSLER; KALSKE, 2018).

Essa diversidade quimica, aqui entendida como quimiodiversidade, pode ser
compreendida por cinco fatos que se justificam juntos ou separados para multiplicidades
biossintéticas:

1) Metabdlitos especializados sdo produzidos a partir de precursores quimicamente
simples derivados do metabolismo primario. Esse fato possibilita uma variedade de
combinagdes possiveis. Por exemplo, terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos) sao derivados de unidades isoprénicas (Cs) ou lignanas sdo derivadas do
acido chiquimico (DUDAREVA et al. 2004; KESSLER; KALSKE, 2018).

2) Os genes que codificam proteinas e enzimas biossintéticas sdo oriundos de grandes
familias de genes, e diversos genes, geralmente, geram enzimas de um tipo semelhante
(KESSLER; KALSKE, 2018).

3) Pequenas alteragdes no sitio ou até mesmo em termos de enzimas biossintéticas, como
as terpeno-sintases, podem produzir varios produtos do mesmo precursor, afetando a
composi¢do proporcional do produto final (KOLLNER et al. 2004; KESSLER;
KALSKE, 2018).
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4) As enzimas modificadoras, como carboxil-metil-transferases e acetiltransferases,
apresentam amiude baixa especificidade ao substrato, o que explica a rapida divergéncia
funcional na indugdo ambiental no metabolismo (NEGRE et al. 2003; PICHERSKY et
al. 2006; KESSLER; KALSKE, 2018).

5) Asexpressoes espaciais e temporalmente diferenciais e especificas dos genes nos 6rgaos
biossintéticos podem afetar a diversidade de subtancias que sdo extraidas de uma planta
(DUDAREVA et al. 2013; PICHERSKY et al. 2006). Diferentes 6rgio vegetais podem
apresentar composigdes distintas. Desse modo, a expressao diferencial especifica do
tecido na producdo de metabdlitos pode ser adaptativa, permitindo que as plantas
superem os efeitos conflitantes de transferéncia de informagdes quimicas, como
“interacGes com antagonistas e mutualistas medido pelas mesmas unidades de
informac@o” (KESSLER; HALITSCHKE, 2009; KESSLER; KALSKE, 2018).

Esses fatos sugerem que fatores ecoldgicos impulsionam a diversificagdo dos
metabolitos especiais das plantas. Sabe-se que em nivel ecoldgico, diversos fatores afetam a
diversidade quimica nos produtos finais, portanto, tém-se (Figura 4): fase fenoldgica; variagdes
no genoétipo; herbivoro/patogénese; atragdo de polinizadores; disponibilidade hidrica;
intensidade luminosa; umidade; estagio de desenvolvimento vegetativo (ontogenia); poluigao
atmosférica; temperatura; variagdes na composi¢do quimica do solo; altitude, latitude;
longitude; e agdes antropicas (ex: plantio (uso de agrotdxicos e manejos diferenciados), colheita
e processamento pos-colheita) (RAMOS et al., 2020). Essas fungdes diversas criam paradigmas
que questionam a verdadeira funcao individual de cada metabdlito especializado, em termos de
lidar com estresses abidticos (por exemplo, temperatura, radiagdo e baixa umidade) ou para
mediar interagdes antagonicas (por exemplo, patdgenos, herbivoros e plantas vizinhas) e
mutualistas (por exemplo, polinizadores, fungos micorrizicos e predadores/ parasitos

herbivoros) (KESSLER; HALITSCHKE, 2007; KESSLER; KALSKE, 2018).
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Figura 4 - Principais fatores que podem afetar a diversidade quimica de espécies vegetais.
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Fonte: proprio autor (2019)

Os avancos nos estudos com metabolitos especiais mostram as interagdes no
ecossistema como um fato crucial para sua diversificacdo e que as interagdes desempenham um
papel desde o nivel celular até o nivel da populacdo e da comunidade, com isso, os resultados
e a dindmica se refletem no processo evolutivo (KESSLER; BALDWIN, 2002; KESSLER;
KALSKE, 2018). A selecdo que leva as mudancas microevolutivas na produgdo desses
metabolitos, assim como na diversidade, pode ocorrer ao longo de apenas algumas geragdes em
escalas de tempo relevantes para interagdes ecologicas (AGRAWAL et al., 2012, GERVASI;
SCHIESTL, 2017, UESUGI; KESSLER, 2013; KESSLER; KALSKE, 2018)

Dessa forma, fatores ecoldgicos elevam o sentido da quimiodiversidade registrada

nesses niveis, pela diversidade quimica oriunda das diversas variagdes proveniente das relagdes
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entre- ¢ intra- ecossistemas existentes, por meio da plasticidade fenotipica (GUO et al., 2008;
WENG et al., 2012).

A plasticidade fenotipica (i.e. fenoplasticidade) é definida como a capacidade de um
unico gendtipo em exibir um amplo espectro de fisiologia e forma, em resposta as mudangas
nas condi¢des ambientais (SCHLICHTING; SMITH, 2002; FORDYCE, 2006; PIMPINELLI;
PIACENTINI, 2020). Por si s6, a capacidade de um genoétipo de produzir diferentes padrdes de
expressao fenotipica em diferentes condigdes ambientais descreve sua norma de reacgdo
(PIMPINELLI; PIACENTINI, 2020). Caracteristicas de desenvolvimento e flutuacdes
ambientais podem existir para cada genotipo, e¢ diferentes normas de reacdo tornam as
interagdes genotipo-ambiente complexas e funcionalmente integradas (PIMPINELLI,
PIACENTINI, 2020). Embora o conceito de plasticidade fenotipica tenha sido aplicado pela
primeira vez a caracteristicas morfologicas, agora esta claro que os organismos respondem as
perturbagdes ambientais com um conjunto de caracteristicas morfologicas, fisiologicas, de
desenvolvimento e comportamentais plasticas, que afetam coletivamente o sucesso ecoldgico e
a dinamica evolutiva de populagdes e espécies dentro de seus contextos naturais (PIMPINELLI;
PIACENTINI, 2020). Os geotipos, quimiotipos e ecotipos sdo classificagdes teodricas a partir
dos achados quimicos que servem de exemplo para essas mudancas plasticas (plasticidade
fenotipica quimica), a partir de micromoléculas na producdo de misturas complexas, como
Oleos essenciais e extratos.

Os geotipos (i.e. respostas ambientais; variagdes quimicas) sdo variagdes
intraespecificas descontinuas expressas nas alteracdes da substancia quimica predominantes de
uma espécime, derivadas, exclusivamente, das pressdes associadas aos fatores abidticos e
bidticos, sem inviabilizar o sucesso do cruzamento com outro membro da mesma espécie. Estes
polimorfismos quimicos estdo associados aos processos de aclimatizagao, tendo como requisito
ter uma expressdo fenotipica quimica e morfoldgica igual, mesmo quando cultivado em
ambiente diferente do habitat, com a existéncia de uma mesma espécie com elevado grau de
concordancia no genétipo (KURLOVICH, 1998; GUO et al., 2008; TRINDADE et al., 2018;
RAMOS, 2018; RAMOS et al., 2020).

Os quimiotipos (i.e. raga quimica) sdo variagdes intraespecificas continuas expressas na
alteracdo da substancia quimica majoritaria predominante de um espécime, que sao derivadas
de pequenas altera¢des genéticas, que proporcionam pouco ou nenhum efeito na morfologia e

grande mudanga no fendtipo quimico, sem inviabilizar o sucesso no cruzamento com outro
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membro da mesma espécie e podendo, assim, garantir a transferéncia da modificacao
hereditariamente. Tem como requisito uma expressao fenotipica quimica diferente, mesmo
quando cultivado em ambiente diferente do habitat, com a existéncia de uma mesma espécie
com elevado grau de concordancia no genotipo (GUO et al., 2008; HILAN et al., 2011;
POLATOGLU, 2013; TRINDADE et al., 2018; RAMOS, 2018; RAMOS et al., 2020)

Os ecotipos (i.e. raca ecoldgica) sdo variagdes intraespecificas continuas expressas na
alteracdo da substancia quimica majoritaria predominante de um espécime, derivadas de
alteracdes genéticas, com modificagcdes morfologicas significativas e sem inviabilizar o sucesso
do cruzamento com outro membro da mesma espécie. Tem como requisito a possibilidade de
ter uma expressao fenotipica quimica e morfologica diferente, mesmo quando cultivado em
ambientes diferentes do habitat, com a existéncia de uma mesma espécie com elevado grau de
concordancia no genotipo (GUO et al., 2008; TRINDADE et al., 2018; RAMOS, 2018;
RAMOS et al., 2020).

Esses exemplos de plasticidade fenotipica sdo respostas diretas de adaptacdes
fisiologicas as condi¢des ambientais em diferentes escalas temporais. Atualmente, sabe-se que
a plasticidade fenotipica é geralmente explicada como o resultado de mecanismos epigenéticos
que modificam a expressao génica em resposta a mudangas nas condigdes ambientais. Esse,
introduz um fator complexo na tentativa de compreender a naturalizag@o da variagdo individual
(PIMPINELLI; PIACENTINI, 2020).

Outro exemplo de modulagdo da plasticidade fenotipica quimica de espécies € a
formagdo de cronotipos, dado pelas alteragdes preferenciais entre dia ou noite na produgio
quimica de uma micromolécula, determinada em parte pela genética e modificada pela idade,
atividade e ambiente (SHAWA et al., 2018; HOTTA, 2021). Esses tipos de alteragdes plasticas
sdo largamente conhecidos. As espécies vegetais contam o tempo com o reldégio enddgeno
sincronizado por sinais externos como as variagdes ambientais, principalmente as de luz e
temperatura. Esse acontecimento é chamado de ritmo circadiano (circa = cerca, dies = dia) que
apresenta um periodo de aproximadamente, mas ndo exatamente, 24h. Muitas das vezes a
plasticidade quimica apresentada no ritmo circadiano pode ser ultradiano (significativamente
menor que 24h ou com mais de um ciclo a cada 24h), infradiano (significativamente maior que
24h ou com menos de um ciclo a cada 24h), sazonal ou anual (KIM et al., 2017; JIMENEZ et
al., 2021; HOTTA, 2021).
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Essas variagdes interespecificas sdo importantes para a compreensao das espécies nos
seus respectivos habitats; auxiliam a definir padrdoes gerais para espécies; e para melhor

compreensdo da quimiodiversidade.

1.3 Padroes e avaliacdo da quimiodiversidade

As classificagdes de padroes da diversidade de espécies (Figura 5), introduzida por
Robert Harding Whittaker, levou os ecologos a grandes avangos na compreensao da natureza,
principalmente, a compreensdo sobre a distribuicdo de espécies vegetais na atualidade. Até
entdo, poucas eram as abordagens que associavam essa classificacdo aos achados quimicos. Em
parte esse fator se deteve por limitacdes analiticas.

No ano de 2018, André Kessler e Aino Kalske com base nos conceitos de transferéncia
de informacdo quimica como mediador de interacdes antagOnicas e mutualisticas, para
interpretar estudos funcionais e microevolutivos, propuseram que a quimiodiversidade seja um

fator que impulsiona os processos ecologicos em trés niveis a, B € y:

1. Quimiodiversidade a: E vista como a variagdo da fungio das propriedades bioquimicas
de um espécime. No entanto, associado com a multifuncionalidade e a complexidade da
comunidade ecoldgica ao seu redor (KESSLER; KALSKE, 2018);

2. Quimiodiversidade P: Definida como a variacdo quimica (fendtipos) em diferentes
escalas temporais e espaciais dos genotipos de uma espécie (KESSLER; KALSKE,
2018);

3. Quimiodiversidade y: Compreendida pela heterogeneidade quimica da comunidade em

diferentes escalas temporais e espaciais (KESSLER; KALSKE, 2018).

As avaliagdes individuais entendidas pela quimiodiversidade o em escala espacial ndo
possuem significado cientifico, feita apenas em uma andlise pontual. Essa, necessita
diretamente, de uma avaliacdo conjunta com as variagdes temporais. Nesse quesito, as
condi¢cdes de indugdo dos fatores bidticos e abidticos sdo cruciais para definicdo desse padrao.
Além disso, o desenvolvimento da espécie per si e das respectivas partes do vegetal
(ontogénicas), fatores fenologicos e de interagdes, associados, também, as variagdes ditadas
pelos ritmos do reldgio genético (circadiano e sazonal). Por defini¢cdes quimicas, entende-se

que ¢ possivel mensurar o fenétipo dessa espécie e possivelmente aferir variacdes de geotipos
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para os extratos ou Oleos essenciais de acordo com a inducdo do ambiente (KESSLER;
KALSKE, 2018).

As compreensdes de quimiodiversidade o em um espectro espacial e temporal maior
para diferentes espécies ¢ vista como quimiodiversidade P. Essa permite inferir sobre a
heterogeneidade temporal e espacial do ambiente sobre as diferentes respostas plasticas
fenotipicas quimicas das espécies. Essas mudangas sdao definidas claramente pelas variagdes
diferenciais dos distintos fendtipos na promocao da manutencao de alta diversidade genética
por meio de interagdes dos gendtipos com o ambiente. E possivel evidenciar, nesse nivel, a
existéncia de quimiotipos e ecotipos. A quimiodiversidade [ vai refletir, diretamente,
covariacdes entre ambientes com diferentes agentes de sele¢do (por exemplo, herbivoros) pelo

grau de maior atividade de substancias na mistura (KESSLER; KALSKE, 2018).

A quimiodiversidade y exige maior complexidade de dados e analises para vérias
espécies em uma mesma comunidade ou para diferentes niveis de sucessdo. E definida sobre a
hipétese da variagdo quimica heteroespecifica. Esse conceito determina que o espago de
informacao especifico ocupado por uma planta individual ou uma populacdo de plantas
determina as interagdes dessas no ambiente. No entanto, o produto quimico sobreposto (mais
ou menos) no espaco de informagdo de espécies vizinhas compdem o ruido ambiental bidtico
que pode afetar o resultado das interagdes, de forma positiva quanto negativa. Tal como
acontece com a quimiodiversidade f3, a y permite que as plantas anunciem suas qualidades para
potenciais interatores ou permanecam relativamente indetectaveis no meio do ruido de um

ambiente diverso (KESSLER; KALSKE, 2018).
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Figura 5 - Indices de avaliagdo, tipos de defini¢des quimicas e modos de variagdo espacial e
temporal que afetam a sele¢do natural na quimiodiversidade de plantas em diferentes
niveis.
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O desafio atual € o desenvolvimento de ferramentas/metodologias para avaliar e garantir
a interpretacdo dos fendmenos em torno da diversidade quimica e da plasticidade fenotipica e
quimica em interagdes com esses fatores (BRUCKNER; HEETHOFF, 2017; KESSLER;
KALSKE, 2018; ZIDORN, 2019). Existem alguns métodos para avalia¢do das plasticidades e
quimiotipificagio em diferentes escalas espaciais, como por exemplo: Indices para
quimiodiversidade a — indice de Shannon (SHANNON, 1948; GOUYON et al., 1986;
MARTONFI et al., 1994; FENG et al., 2020), indice de diversidade Simpson’s (SIMPSON,
1949; KFOURY et al., 2019; FENG et al., 2021), indice de uniformidade Pielou (PIELOU,
1966; FENG et al., 2020) e indice de quimiodiversidade de Iason’s (Iason et al., 2005;
KFOURY et al., 2019); indices para quimiodiversidade p — indice de Sorensen
(SORENSEN, 1948; FENG et al., 2020), indice de Jaccard (JACCARD, 1901; FENG et al.,
2020); e indice de Cody (CODY, 1975; FENG et al., 2020); Indices para quimiodiversidade
Y - indice de similaridade quimica (SALAZAR et al., 2016a); e para diferenga quimica na
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abundancia relativa o indice de Rao (SALAZAR et al., 2016b). Todos esses parametros tém
como principal meio de resposta a auséncia ou presenca das substancias qualitativamente. E
notavel que essas equagdes ndo expressam medidas para prever o comportamento fisico-
quimico e estrutural dessas substdncias em misturas complexas, com o intuito de medir a
influéncia desses fatores excitatorios e proporcionar descrigdo fenética dos taxons in loco. No
entanto, avaliar padrdes oxidativos nesses niveis pode contribuir muito para compreender a
quimiodiversidade. O caminho poderia ser utilizando conhecimentos e técnicas desenvolvidas
a partir de abordagens sobre fenoplasticidade quimica e a sistematica micromolecular, como

serd abordado nessa Tese.

1.4 Quimiossistematica versus Quimofenética? — Entre o hirto e a cinesia micromolecular

A necessidade de classificagdes de objetos, lugares e espécies faz parte das preméncias
humanas. Claramente, essas tentativas sdo baseadas na observacao de usos alimentares,
medicinais, olfativos, dentre outros. No final do Século XVII, Grew categorizou as plantas a
partir de uso terapéutico. Pativer (1699) e Camerarius (1699) correlacionaram caracteristicas
organolépticas (odor e sabor) e morfologia. O desenvolvimento dos estudos de produtos
naturais a partir do Século XIX trouxe consequéncias significativas para as classificagdes das
espécies vegetais. Candolle (1832) percebeu que era possivel agrupar espécies pela atratividade
de insetos. A partir do conhecimento inicial gerado por esse achado, surgiu a “ecologia
bioquimica” que impulsionou os trabalhos de Hellen Abbot (1886), trazendo a importancia
quimica na taxonomia. O aumento no isolamentos de substancias naturais levou a diversas
tentativas de classificacdes com base em alcaloides por Eykman (1888); derivados fendlicos
por Van Romburgh (1890); taninos, alcaloides e derivados terpénicos por Greshoff (1909);
assim como derivados de acidos graxos por Mcnair (1917-1945) (SIMOES et al., 2017).

A sistematizagdo dos dados fenéticos quimicos (i.e. similaridade fenotipica quimica) se
concretizou no trabalho de Hegnauer (1962-1994) denominado de “Chemotaxonomie der
Pflanzen . Isso foi seguido mais tarde por “The Chemotaxonomy of Plants” (SMITH, 1976) em
que o aspecto sistematico foi enfatizado. Logo em seguida foi pontuado na publicagdo "Plant
Chemosystematics" de Harborne e Turner (1984) (REYNOLDS, 2007; SIMOES et al., 2017).

O sistema desenvolvido por Arthur Cronquist denominado “An Integrated System of

Classification of Flowering Plants” (1981) e “The Evolution and Classification of Flowering
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Plants” (1968; segunda edigdo, 1988) levou, superficialmente, informag¢des quimicas para as
classificagdes de espécies com flores. Os trabalhos de classificagao de Rolf Martin Theodor
Dahlgren (1975-1980) e Gertrud Dahlgren (1989) foram os mais importantes para o
desenvolvimento e associagdo dos dados quimicos na definicdo de classificagdes de
Angiospermas. Estudos a partir da Década de 1980 do Professor Otto R. Gottlieb langaram luz
para a necessidade das analises estruturais e quantitativas por utilizacdo de indices de avango
evolutivo entre os taxons (Indice Morfologico, indice Quimico-Morfolégico, indices Quimicos,
Similaridade Quimica) (GOTTLIEB, 1982a; 1989; 1990; GOTTLIEB; BORIN, 2000; 2006;
SANTOS et al., 2010).

As Décadas de 1980 a 1990 foram consideradas os anos dourados para o
desenvolvimento da Quimiossistematica (i.e. quimiotaxonomia ou taxonomia quimica), uma
cadeira cientifica ja considerada na época como uma ferramenta usada para inferir relagdes
taxondmicas e posi¢des evolutivas entre tdxons de plantas (GOTTLIEB, 1982a; SANTOS et
al., 2010). Essa estratégia de determinar gradientes quimicos de afinidade entre grupos de
plantas ajuda a direcionar os estudos fitoquimicos até os dias atuais. No entanto, no periodo
denominado de era da sistematica molecular, onde a filogenética utiliza o sequenciamento de
DNA, o uso de informagdes quimicas do metabolismo especial foi amplamente marginalizada
(SADGROVE et al., 2020).

Mutagdes adaptativas e fenoplasticidade sempre foram grandes lacunas que poderiam
ser preenchidas (positivas) ou deixadas vazias (negativas) pela Quimiossistematica.
Positivamente, para grupos que apresentam divergéncias, paralelismo ou convergéncias
morfologicas, esta ferramenta mostra-se intimamente importante. Negativamente, para grupos
que apresentam divergéncias quimicas, devido ao bloqueio em alguma rota biossintética, isso
apresenta uma contradicio (SIMOES et al., 2017).

A fenoplasticidade quimica surge como uma das principais contradi¢cdes nos estudos
quimiossistematicos. Sadgrove e colaboradores (2020a e b) consideram que o advento da
filogenética e da plasticidade quimica tem levado muitos estudiosos a propor mecanismos para
controlar essa variabilidade e garantir a reprodutibilidade dos perfis quimicos
micromoleculares. Este processo envolveu o controle do tempo de amostragem (dia e noite);
Definicao de estagdo para eliminar influéncias de temperatura e chuva e; Avaliagdes de métodos
de armazenamento para eliminar artefatos de processamento pods-colheita. No entanto, os

esforcos para controlar os fatores que criavam a variabilidade foram derrotados pela expansao
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do estudo em outros taxons, € com o tempo a cadeira cientifica de Quimiotaxonomia perdeu
peso, devido a improdutibilidade em alguns grupos de pesquisa, que possui muitos estudos nao
publicados. No entanto, no paradigma moderno, a caracterizacdo quimica continua a ser
considerada uma ferramenta informativa, porém, ndo ¢ mais considerada um critério
taxondmico absoluto.

A divergéncia no uso da terminologia entre os pesquisadores levou a uma necessidade
de substituicao. Obviamente que a critica sera sempre baseada na ciéncia (REYNOLDS, 2007,
LARSSON, 2007; ZIDORN, 2019; LAWSON; PATEL, 2020; EVERGETIS;
HAROUTOUNIAN, 2020; SADGROVE et al., 2020). Neste paradigma moderno, a
exploracdo quimica nos taxons, ou agregados heterogéneos e seces em diferentes escalas
espaciais e temporais, é conhecida como Quimiofenética. A terminologia Quimofenética (ou
plasticidade fenotipica quimica) foi usada pela primeira vez por Christian Zidorn em 2019. Este
descreve que o novo termo relata um estudo Quimiossistematico que visa explorar uma matriz
de metabolitos especiais em um determinado clado, contribuindo para a caracterizagdao de
taxons e a busca racional de bioativos naturais (ZIDORN, 2019). Essa perspectiva apresenta
uma imagem integradora entre as cadeiras cientificas.

Na figura 6 ha trés imagens que refletem o metabolismo das plantas e sua relagdo com
seu habitat. Cabe ressaltar que o metabolismo ¢ um video continuo guiado por forgas atrativas,
sincronas, assincronas e antagonicas, que ndo para até sua finalizacdo (morte). Essa dinamica
pode ser avaliada por anélises de micromoléculas com auxilio de técnicas espectrofotométricas.
Metaforicamente, o primeiro (Figura 6A) representa o metabolismo de uma planta em seu
ambiente natural. Cada amostra obtida ¢ estatica e representa, especificamente, 0 momento de
obtencdo do material. Santos e colaboradores (2010) descrevem que a Quimiossistematica €
baseada em dados da literatura que permitem uma avaliacdo de grande parte da quimica do
taxon em questdo. A andlise desses dados possibilita a escolha de marcadores
quimiossistematicos que se caracterizam pela ampla ocorréncia e diversidade estrutural de
diferentes classes quimicas. Essa metodologia demonstra, claramente, que esta cadeira
cientifica tem em suas entranhas filosoficas a analise de uma fotografia das substancias no
quadro biossintético estatico, usando suas proprias métricas ecologicas que auxiliam nas
classificagdes e entendimentos evolutivos dos taxons. No entanto, eles ndo podem representar
totalmente o funcionamento do metabolismo natural, por avaliar um momento, uma foto

instantanea. Além disso, a Quimiossistematica tem sido aplicada com bastante sucesso a
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grupos taxondmicos superiores, e tem falhado no estudo de correlagdes quimicas

intraespecificas de uma mesma populacao ou de populagdes diferentes.

Figura 6 — Reflexdes do funcionamento das interacdes quimicas da vida no status quo (A) em
comparacdo com os dados obtidos da andlise do ponto de vista da
Quimiossistematica (B) e da Quimiofenética (C).

Fonte: préprio autor (2021)

Contra esse processo estd a figura 6C. Isso reflete que a Quimofenética tém como
principio analisar os padrdes de quimiodiversidades nos niveis a, e y. Portanto, a anélise ¢
feita no movimento que ocorre por meio da plasticidade fenotipica quimica. Essa sequéncia de
amostragem (fotografias) gera a construcdo de um video. No entanto, este breve video ainda
nao reflete totalmente o movimento semelhante ao natural (Figura 6A), mas prevé
comportamentos complexos que até entdo o campo de andlise da Quimiossistematica nao
alcangava. Essa lacuna ainda existe para a Quimofenética. Em nosso ponto de vista, em futuro
proximo, sera contemplada com o aprofundamento e aplicacdo do uso da metabolomica e/ou
técnicas de imageamento in 10Co para acompanhar os processos fisiologicos de uma substancias
ou de uma classe (CANUTO et al., 2018; PILON et al., 2020).

Sadgrove e colaboradores (2020a) langam luz sobre a abordagem filoséfica da
Quimiofenética. Esse feito foi uma etapa importante que define sua complexidade nas
diferentes escalas temporais e espaciais. Essa proposta delimita a necessidade do cruzamento
com o conceito de quimiodiversidade proposto por Kessler e Kalske (2018). Ao analisar as
abordagens Quimiofenéticas, muitas vezes sdo incrementadas por associagdes sobre os padroes

morfoldgicos, geograficos ou moleculares observados. Como complemento a outras linhas de
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evidéncia na definicdo de uma espécie, os dados quimicos devem ser identificados como

representando os quatros cenarios possiveis:

1 — Variabilidades intraespecificas ditas pelos agrupamentos quimicos distintos dentro

de um Unico taxon, que sdo denotados como quimiotipos (SADGROVE et al., 2020a);

2 - Variabilidades intraespecificas ditas pelos aglomerados quimicos distintos em tdxons

que caracterizam a distin¢ao de espécies (SADGROVE et al., 2020a);

3 — Divergéncia intraespecificas ditas pelos ndo agrupados dentro de um tUnico tdxon
que ¢ denotado como as diferencas de expressao quimica entre espécimes (SADGROVE

etal., 2020a); e

4 - Convergéncias intraespecificas ditas pelos aglomerados quimicos convergentes
distintos que compreendem dois ou mais taxons, que podem ser uma consequéncia da
expressdo quimica conservadora em taxons relacionados, ou convergéncia de taxons

distantemente relacionados ou nao relacionados (SADGROVE et al., 2020a).

Esses pressupostos da Quimiofenética levam a crer que nao ¢ o fim da
Quimiossistematica. E apenas um novo olhar gerado e direcionado para a plasticidade
fenotipica quimica derivada de uma andlise integrativa, sem bases apenas em sistemas de
classificacdo de tdxons, mas na observagao dos fatores condicionantes para determinar os niveis
de quimiodiversidade. Nao hé de se desconsiderar que essa nova ferramenta se integrara para
construir novos conceitos com analises de metabolomica e para a variabilidade das atividades
biologicas das plantas medicinais em estudos farmacognoésticos. A andlise Quimiofenética
precisa ser amplamente discutida para ndo gerar interpretagdes errOoneas ou aplicagdes
destoantes da filosofia de origem da Quimiossistematica.

Outro ponto que deve ser contextualizado, durante anos a Quimiossistematica usou
dados obtidos das estruturas quimicas de micromoléculas por meio de indices de progresso
evolutivo para estabelecer tendéncias evolutivas e filogenéticas (GOTTLIEB; BORIN, 2012;
REYNOLDS, 2007). Gottlieb e colaboradores (1980-2000) desenvolveram uma metodologia
para correlacionar o grau de oxidagao de metabolitos especiais e as transformagdes biogenéticas
de seus esqueletos micromoleculares para desvendar as fungdes, biogeografia e questdes

sistematicas relacionadas as substancias para espécies no Reino Vegetal. Emerenciano e
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colaboradores (1998), com base no conhecimento sobre biossintese e ferramentas
desenvolvidas por Gottlieb, desenvolveram um método para avaliar as etapas (passos)
oxidativas das reacdes com terpenoides, o qual foi aplicado a 6leos essenciais por Sayuri e
colaboradores (2010). No entanto, apesar dos dados obtidos terem uma caracteristica
quantitativa, todo seu processamento foi baseado em dados qualitativos, na premissa da
presenca ou auséncia da variedade de substancias nos taxons. Obviamente, isso foi devido ao
fato de que naquela época nao havia grande disponibilidade de dados e técnicas de quantificagao
com maior exatidao e precisdo para avaliagdo dos metabolitos especiais. Portanto, ferramentas
de avaliagdo em Quimiofenética sdo um passo significativo para a compreensao dos fenomenos
ecofisiologicos que devem revelar, principalmente, problemas ambientais (como aquecimento

global) e auxiliar na descoberta de novos medicamentos a partir de espécies vegetais.

1.5 A importancia das andlises farmacogndsticas

Os estudos farmacognosticos encaram a fenoplasticidade como ferramenta para o
descobrimento de novos farmacos. A Farmacognosia (Pharmako — drogas, remédio e veneno;
Gnosis — conhecimento) nasce como uma ciéncia interdisciplinar na interface da quimica ¢ da
biologia, encarregada em transladar a pesquisa de produtos naturais a medicina. Como tal, ela
incorpora elementos de quimica analitica, fisico-quimica, bioquimica, ecologia, microbiologia,
biologia molecular, quimica organica, taxonomia e outras disciplinas relacionadas (ROBBERS
et al., 1997; KINGHORN, 2001; JONES et al., 2006; SIMOES et al., 2017; CAHLIKOVA et
al., 2020).

A Farmacognosia agrupa técnicas de diferentes ciéncias que possibilitam as
identificacdes (macro- e microscopicas) e andlise de pureza das plantas com importancia
medicinal (Farmacobotanica); Selecdo, coleta, plantio, colheita, preparagdo e conservagao,
preparo de extratos e correlatos, isolamento, fracionamento, identificacdo e quantificacdo de
substancias (Fitoquimica); Otimizagdo e processamento de matérias-primas biogénicas,
controle de qualidade dos derivados vegetais, isolamento de substancias em escala industrial

(Tecnologia de fitoterdpico); Uso e aplicacdes medicinais (Etnobiologia); Caracteristicas dos
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efeitos biologicos e toxicos de substancias recentemente isoladas (Farmacologia e Toxicologia)
(OLIVEIRA et al., 2014; BASSANI et al., 2014; CAHLIKOVA et al., 2020)

As integracoes dessas técnicas levaram ao desenvolvimento de diversos medicamentos.
Como exemplo, os primeiros prototipos de medicamentos a partir de micromoléculas puras de
plantas vasculares isolados foram a morfina (1), digitoxina (2), acido salicilico (3), efedrina (4),
atropina (5), e quinina (6). Além disso, as plantas continuam a ser fontes importantes de novos
medicamentos como, por exemplo, galantamina (7), paclitaxel (8) e artemisinina (9) (Figura
7) (ROBBERS et al., 1997; JONES et al., 2006).

As acdes de transformagdes sdo os principais mecanismos para obtengdo de metabolitos
especializados em qualidade amostral para estudos que relacionam tanto a compreensao da
plasticidade fenotipica, quanto a aplicacdo farmacoldgica para uso humano. Essas podem ser
divididas em preliminares (técnicas de preparagao do material para a extragdo), principais
(técnicas extrativas, fracionamento, purificagdo e isolamento) e as finais (técnicas de
acondicionamentos e embalagens). A aplicacdo de diferentes técnicas condiciona a obtencdo de
diferentes padroes micromoleculares. A avaliagdo dessas técnicas agrupam condigdes

suficientes para aferir e responder hipdteses quimico — ecolégicas (SIMOES et al., 2017).

A coleta e a obtengdo de plantas de interesse € uma etapa crucial para as analises
farmacognosticas. A depender da abordagem e da fungdo utilizada, assim como da
especificidade da planta, esses materiais vegetais coletados podem ser aplicados nas formas
secas ou frescas (OLIVEIRA et al., 2014). Para entender o metabolismo e sua complexidade
no status quo ¢ preciso obter esse material na sua forma fresca. Para de fato expressar as
condi¢des naturais pela qual essa planta estd condicionada, no entanto, ¢ empregada a
criopreservacao (refrigeracdo do material) como técnica de estabilizacdo temporaria ou
extracdo simultdnea em campo. Para garantir a estabilizagdo do metabolismo a longo prazo
(aumento do tempo de armazenamento) ¢ empregada técnicas de termoestabilizacao (reducao
da 4gua por secagem). Apds o processo de secagem esse material vegetal recebe o nome de
droga vegetal (OLIVEIRA et al., 2014; SIMOES et al., 2017; BRASIL, 2019a).

Conceitualmente, o termo droga vegetal ¢ empregado para plantas medicinais, ou suas
partes, que contenham as substancias de interesse, ou classes de substancias quimicas que sao
responsaveis pela agdo terapéutica, apos terem passado por processos de coleta, estabilizagao,

e secagem, podendo estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada (OLIVEIRA et
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al., 2014). Durante anos foi discutido o emprego da terminologia droga vegetal ou planta
medicinal. Entende-se que o uso esta condicionado a aplicagdo e o destino final desse produto

(OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 7- Estruturas de micromoléculas bioativas obtidas a partir de espécies vegetais, como
prototipos (1 — 6) e na produ¢do de medicamentos (7 — 9).

morfina digitoxina
1] 2 | ~
—N
HO.__O % OH |
OH o] A o
o]
acido salicilico efedrina atropina quinina

quinina paclitaxel artemisinina

o o

A preparacdo das amostras ¢ um passo crucial na analise de plantas, pois ¢ necessario
extrair as substincias desejadas para posterior separacdo e caracterizagdo de misturas de
substancias micromoleculares. Técnicas diferentes podem gerar alteragdes drasticas nas
composi¢des quimicas de mesmo material quimico obtido. Recentemente, protocolos de
metabolomica foram estabelecidos para os processos extrativos (FUNARI et al., 2013; PILON
et al., 2020). Métodos tradicionais, como maceragao e extracdo por Soxhlet so comumente

usados. Métodos mais modernos vém sendo estudados desenvolvidos em termos de rendimento
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e preservacdo das micromoléculas, tais como extracdo assistida por micro-ondas (MAE),
extracdo assistida por ultrassom (UAE) e extracao por fluido supercritico (SFE). Além disso,
modificagdes nos métodos sao continuamente desenvolvidas. Com esse leque de possibilidades
a selecdo do método de extragdo adequado precisa de uma avaliagdo meticulosa (HUEI, 2002;
SIMOES et al., 2017).

Os produtos da extracdo sao denominados de extratos vegetais. Esses sdo misturas
complexas de substancias que poderdo apresentar consisténcia liquida, sélida ou viscosa. Sua
composicdo pode apresentar padrdes diferentes de volatilidade a depender do método
empregado. Alguns extratos recebem nomes especificos de acordo com a sua forma de
obtengdo. Por exemplo, extracdo por fluido supercritico, a depender das condigdes
estabelecidas, os produtos poderdo ser conhecidos como 6leos volateis (SIMOES et al., 2017),
enquanto que o mesmo material extraido pelo processo de hidrodestilagdo ¢ denominado 6leo
essencial. As classificagdes tedricas ficam mais estreitas em alguns casos especificos, apesar de
ser uma mistura complexa de substancias, os Oleos essenciais (i.e. Oleos etéreos) sdo
distanciados pela maioria dos autores do termo extrato (GUENTHER, 2014; SIMOES et al.,
2017).

A origem da terminologia “6leo essencial” € derivada da compreensao da filosofia grega
sobre a matéria absoluta, que divide em quatro porg¢des: fogo, terra, dgua e ar. Nessa divisao
existia anima, a alma, que seria a quinta esséncia (elemento) do ser vivo, que a olho nu ndo
poderia ser visto. O uso do termo 06leo foi construido pelas caracteristicas liquidas viscosas
(oleaginosas) apresentadas em temperatura ambiente. Esse termo continua sendo empregado
até os dias atuais (GUENTHER, 2014).

Os o6leos essenciais (OEs) sdo volateis, termolébeis, lipofilicos, soliveis em solventes
ndo polares e em alcoodis. Suas caracteristicas fisico-quimicas sdo importantissimas para
diferenciagoes das propriedades de 6leos fixos (derivados de acidos graxos). A International
Organization for Standardization (ISO, n. 9235 de 2013) descreve que as Unicas formas de
obtencao dos 6leos essenciais de diferentes 6rgaos vegetais sao por técnicas de hidrodestilacao,
destilagdo a seco ou arraste a vapor. Somente o caso especifico dos pericarpos dos frutos citricos
podera ser obtido por expressao (SIMOES et al., 2017).

Os oleos essenciais (OEs) sdao constituidos por substancias, principalmente, da classe
dos terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos e raramente diterpenos) e os derivados de

arilalcanos, tais como os arilpropanoides (Cs-C3), além de C¢-Ci, C6-Ca, € C6-Cs, entre outros).
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Os terpenoides sao derivados de difosfato de isopentenila (IPP) e seu isdmero difosfato de E,E-
dimetilalila (DMAPP), que sao unidades prenilicas de cinco carbonos. A partir dos precursores
ativados, havera condensagao sequencial gerando o 2E-difosfato de geranila (GPP, Cio), 2E,6E-
difosfato de farnesila (E,E-FPP, Cis), 2E,6E,10E-difosfato de geranilgeranila (E,E,E-GGPP,
C20). Reagdes subsequentes catalisadas pela enzima terpeno sintase (TPS) geram os esqueletos
olefinicos dos monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis) e diterpenos (Cao), respectivamente. A
condensacdo em pares de FPP e GGPP ou GFPP, geram as classes de triterpenos (Cso),
tetraterpenos (Ca0) e sesterterpenos (Czs), respectivamente, ndo encontrados em OEs
(DEWICK, 2002; YU; UTSUMI, 2009; ABBAS et al.,, 2017, BERGMAN et al., 2019;
NAGEGOWDA; GUPTA, 2020; LI; GUSTAFSON, 2021).

Nas plantas superiores tem sido descritas duas vias independentes para produgdo de
terpenoides, localizadas em diferentes compartimentos intracelulares (citosol, peroxissomo,
reticulo endoplasmatico e plastideos). Essas duas vias independentes para produgdo de
terpenoides sao divididas em: via cldssica de acetato-mevalonato (MVA), que se inicia a partir
da condensagdo da acetil-CoA (citosol e reticulo endoplasmatico); via do fosfato de
metileritritol (MEP), que origina-se a partir de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato (GA-3P),
presente nos plastideos (CHENG et al., 2007; ABBAS et al., 2017; NAGEGOWDA; GUPTA,
2020; LI; GUSTAFSON, 2021). Para o fornecimento de IPP para a biossintese de terpenoides,
as duas vias cooperam entre si (ABBAS et al., 2017; NAGEGOWDA; GUPTA, 2020).

Diversas espécies aromaticas sao ricas em OEs e possuem extratos com potencial para
busca por novos farmacos, para o desenvolvimento de fitoterapicos e para a padronizagdo de
principios ativos em insumos e drogas vegetais. A analise farmacognoéstica ¢ um caminho que
auxiliard nesse desenvolvimento. A familia Piperaceae vém despertando os olhares e recebendo
aten¢do especial pela sua alta plasticidade fenotipica, atividades biologicas e importancia
ecologica. Por esse motivo, as espécies dessa familia sdo apontadas como fortes candidatos para
descobertas de novas aplicagdes e atividades farmacologicas (CRAGG; NEWMAN, 1997;
RAMOS; MOREIRA, 2018; RAMOS et al., 2020).

1.6 Piperaceae Giseke

As espécies da familia Piperaceae apresentam ampla utilizagdo medicinal, com cerca de

3.600-3.700 espécies ao redor do mundo, distribuidas em 4 géneros que variam de acordo com
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o sistema de classificagdo: Manekia Trel., Peperomia Ruiz & Pav., Piper L. e Verhuellia Miq.
(CHASE et al., 2016; GUIMARAES et al., 2021;). Seus representantes apresentam distribui¢io
pantropical, sendo encontrados na América Central ¢ na América do Sul (JARAMILLO;
MANOS, 2001). Morfologicamente sdo ervas, subarbustos, arbustos ou arvoretas, além de
lianas/voluveis/trepadeiras com habitos rupicola, terricola e epifita (YUNCKER, 1972).

No Brasil, registram-se 459 espécies com ampla dispersdo, sendo a maior ocorréncia na
regido Sudeste, em segundo lugar a regido Norte (Amazonas, Rondonia, Tocantins), seguida do
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco) e Centro-Oeste. Os seguintes dominios
fitogeograficos possuem registro de ocorréncia de espécies: Amazonia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica (GUIMARAES et al., 2021).

Os representantes dessa familia sdo utilizados hd Séculos como aromatizantes,
ornamentais, condimentos, inseticidas, na medicina, em rituais, entre outros. As grandes
navegacdes, periodo assim denominado devido as grandes expedi¢des maritimas realizadas por
europeus entre os Séculos XV e XVI, levou a busca desenfreada por especiarias. Entre as mais
procuradas encontrava-se a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) considerado artigo de luxo até
o Século XVII. Era usada como moeda constituindo herancas, dotes e reservas de capital, além
das diversas propriedades medicinais que lhe possibilitaram estar presente nas diversas
farmacopeias mundiais. Dessa P. nigrum foi isolada, no ano de 1918, a primeira micromolécula
de Piperaceae, a piperina (PARMAR et al., 1997).

Até os dias atuais, os trabalhos em produtos naturais com Piperaceae tém levado a
descoberta de substancias pertencentes a diferentes classes, com destaque para alcaloides,
amidas, arilpropanoides, derivados de acido benzdico, lignanas, neolignanas, a-pironas,
terpenos e flavonoides (SENGUPTA; RAY 1987, PARMAR et al., 1997, MEDEIROS;
GUIMARAES 2007; Scott et al., 2008; AHMAD et al., 2012; FACUNDO et al., 2012;
GUTIERREZ et al., 2013; PARRA et al., 2013; CHANDRA et al., 2015; MACEDO et al.,
2017, MONZOTE et al., 2017; SALEHI et al., 2019). No Brasil, o género Piper merece

destaque pela riqueza de espécies medicinais e ritualisticas.
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1.6.1 Diversidade quimica e atividade bioldgica no género Piper L.

Piper L. esta distribuido por toda a regido Pantropical (Figura 8) e possui cerca de 2.000
espécies (QUIJANO-ABRIL et al., 2006), que podem ser encontradas nas Américas (cerca de
700 espécies), Sul da Asia (cerca de 300 espécies), Pacifico Sul (cerca de 40 espécies) e Africa
(cerca de 15 espécies) (MONZOTE et al., 2010). Piper ¢ constituido por 292 espécies nativas,
das quais 184 sdo endémicas do Brasil com ampla distribui¢ao e ocorréncia em todos os biomas
e regides do pais (GUIMARAES et al. 2021). Em todo o mundo, este género ¢ utilizado para

diversos fins, principalmente medicinal, aromatizante e tempero.

Figura 8 - Distribui¢do de Piperaceae no mundo.
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Fonte: MOBOT (2020)

As caracteristicas que diferenciam Piper de outros géneros em Piperaceae, entre outros,
¢ o habito arboreo-arbustivo (MEDEIROS; GUIMARAES, 2007). Ecologicamente, Piper
apresenta um papel importante nas diversas relagdes de mutualismo planta-planta e planta-
inseto. A dispersdo das sementes de Piper é realizada por passaros ¢ morcegos, € a polinizagdo
¢ feita por abelhas, insetos dipteros, entre outras espécies (Figura 9) (DYER; PALMER, 2004;
CACERES; KATO, 2014).

Os registros de uso etnofarmacologico de Piper no Brasil datam de 1827 na “Flora
Fluminense” de Velloso e na “Flora Brasiliensis” de Miquel (1852). Piper aduncum L., Piper

callosum Ruiz & Pavon, Piper gaudichaudianum Kunh, Piper divaricatum G. Mey. e Piper
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umbellatum L. sdo as espécies mais importantes utilizadas para muitos fins terapéuticos, como
doencas associadas ao trato intestinal, respiratério, doengas do sangue e para o tratamento de
feridas (SALEHI et al., 2019; SILVA et al., 2017).

As espécies de Piper apresentam uma diversidade quimica bioativa significativa,
incluindo alcaloides, amidas, aristolactamas, cromenos, derivados do acido benzdico,
flavonoides, lignoides (neolignanos e lignanos) e terpenoides (SENGUPTA; RAY 1987;
KATO; FURLAN, 2007; SCOTT et al., 2008; MOREIRA et al., 2016; GUTIERREZ et al.,
2013; MACEDO et al., 2019; SALEHI et al., 2019).

Figura 9 - Interagdes ecoldgicas planta-animal observada em Piper L.

Legenda: A, B e C - morcego; D — passaro; E e F — insetos.
Fonte: A — C (NYBG, 2021); D (WOEHL-JUNIOR, 2021); E ¢ F (RAMOS, 2006).

Os diferentes o6rgaos de Piper apresentam um potencial multialvo para uma alta gama
de atividades bioldgicas associadas aos extratos, fracdes, OEs e substancias puras. Muitas
dessas atividades estdo relacionadas a estudos in vitro; no entanto, existem poucos relatorios
sobre estudos in vivo e toxicologicos (DYER; PALMER, 2004; SALEHI et al., 2019). Em
relagdo as substancias de grande ocorréncia no género, ha extensos estudos associados a amida

piplartina, devido as suas propriedades anticancer, contra a neuroinflamacao (relacionada as
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doengas de Alzheimer, Parkinson e Huntington) e seus beneficios no tratamento de parasitoses,
como esquistossomose, malaria ¢ leishmaniose (DYER; PALMER, 2004; FELIPE et al., 2007;
BEZERRA et al., 2015; CAMPELO et al., 2018; SOUZA-OLIVEIRA et al., 2018; RAJA-
MAZLAN et al., 2018; SALEHI et al., 2019).

1.6.1.1 Atividade antimicobacteriana em Piper

Diversas espécies do género Piper apresentam uso popular para doengas associadas ao
trato respiratorio e aplicacdes sobre infecgdes em diferentes partes do corpo (BORGES;
BAUTISTA, 2010; BORGES, 2016; LEAL et al., 2019).

A tuberculose (TB) ¢ uma doen¢a infectocontagiosa causada pelo complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo o M. tuberculosis o mais frequente, resultando em um
problema de saiude global. E a nona doenga em causa de mortes, sendo ainda um problema
relevante, principalmente nos paises em desenvolvimento. Do ponto de vista epidemioldgico,
estima-se que cerca de 23% da populagdo mundial tenha a TB na sua forma latente. Somente
em 2017, estimava-se que 10 milhdes de novos casos de TB seriam registrados em todo o
mundo, com aproximadamente 1,3 milhdes de obitos. Entre essas mortes, aproximadamente
300.000 foram relacionadas a pessoas positivas para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(OMS, 2020).

O aumento dos casos de desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos no
tratamento da TB contribuiu para o agravamento desse quadro em todo o mundo, com a
ocorréncia de M. tuberculosis multirresistente, extensivamente resistente e, atualmente,
totalmente resistente, sendo uma ameaga para o controle da doenca, o que exige o
desenvolvimento urgente de novos e mais eficazes medicamentos. No ano de 2017 foram
notificados 558.000 novos pacientes com resisténcia a rifampicina, quase metade deles
ocorrendo na India, China e Federagdo Russa (OMS, 2017).

Os OE:s e extratos sdo conhecidos por sua acdo antimicrobiana contra uma ampla gama
de cepas bacterianas (FERNANDEZ et al., 2019; BOREN et al., 2020). Verificou-se que
produtos naturais e seus derivados possuem atividade inibitoria contra o crescimento de M.
tuberculosis, enquanto alguns foram selecionados como moléculas prototipos para o

desenvolvimento de novos agentes anti-TB (TRIPATHI et al., 2005; NAYYAR; JAIN, 2005).
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No género Piper algumas espécies apresentam-se promissoras contra o M. tuberculosis.

Exemplos sdao apresentados na tabela 1 e figura 10.

Tabela 1 — Substancias isoladas de espécies do género Piper promissoras contra Mycobacterium
tuberculosis.

Substancias

Especies Isolados Referéncia
Piper chaba Hunter Chabamida (10) 12,5 RUKACHA;%{EIKUL etal.,
Piper corcovadensis (Miq.) C. DC. Piperovatina (11) 7,8 FERNANDEZ et al., 2019
Piper regnellii (Miq.) C. DC. Eupomatenoide-5 (12) 1,9 SCODRO et al., 2013
. . (+)-Propionato de RUKACHAISIRIKUL et al.,
Piper pedicellatum C. DC. bornila (13) 25,0 2004a
5,6-Diidro-7,8- 40
diidrometisticina (14) ’
Piper sanctum Migq. Piperolactama A 15) 8,0 MATA etal., 2004
2-Ox0-16-(3',4'-
metilenodioxifenil) 6,25
hexadecano (16)
Piper sarmentosum Roxb. Pellitorina (17) 25,0 RUKACHAISIRIKUL et al.,
2004b
Piper taiwanense Lin & Lu 4-(Prop-2-enil) I- 27,6 CHEN etal., 2014

catecol (18)

Figura 10 - Estruturas de micromoléculas bioativas obtidas a partir de espécies do género
Piper contra Mycobacterium tuberculosis.
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1.6.1.2 Atividade antifingica em Piper

Os fungos do género Candida sdo as leveduras mais associadas as infec¢des humanas,
sendo considerada uma das infecgdes fingicas oportunista mais perigosa. O género Candida
compreende mais de 150 espécies heterogéneas, no entanto, apenas cerca de 20 sao conhecidas
como agentes etiologicos de infecgdes em humanos e animais (MASSA et al., 2018). E descrito
na literatura que durante as ultimas trés décadas, o numero de infec¢des fungicas causadas por
leveduras de Candida spp. aumentou dramaticamente, principalmente devido ao aumento no
numero de pacientes imunocomprometidos (SZWEDA et al., 2015). Atualmente, sabe-se que
a candidiase representa a quarta causa principal de infecgdes hospitalares, com 8—10%, e a
mortalidade por candidiase sistémica permanece alta, variando de 15 a 35% dependendo da
espécie infectante de Candida (HENRIQUE; WILLIAMS, 2020). Essa infeccdo possui
implicacdes graves que podem ser explicadas por fatores de viruléncia intrinsecos ao
microrganismo, em particular, C. albicans e C. glabrata que desenvolveram um extraordinario
conjunto de estratégias para tais fins, incluindo a formagdo de biofilme e a conversdo

morfoldgica ou dimorfismo, além de resisténcia aos farmacos de escolha para o tratamento
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(KUMAR etal., 2020). C. glabrata, atualmente, ocupa o segundo ou terceiro lugar como agente

causador de infecgdes superficiais orais, esofagicas, vaginais ou urinarias (KUMAR et al.,

2020).

Os agentes antifiingicos usados atualmente possuem uma elevada toxicidade e baixa
biodisponibilidade. Por exemplo, as equinocandinas como a caspofungina s6 podem ser
administradas por via intravenosa, os polienos como a anfotericina B sdo téxicos e
caracterizados por baixa solubilidade em &gua. O tratamento com azdis, por exemplo,
fluconazol ou voriconazol, frequentemente, resultam na aquisi¢do de resisténcia entre os
agentes fingicos etiologicos (SZWEDA et al., 2015; MASSA et al., 2018). Além disso, as
espécies C. glabrata e C. krusei sao intrinsicamente resistentes ao fluconazol e outros azodis, e
a frequéncia de isolamentos de cepas resistentes dessas duas espécies aumentou
significativamente. Assim, ¢ urgente a busca por novos antifingicos que possam ser utilizados
tanto no tratamento como na prevencao de infec¢des por leveduras do género Candida. A
alternativa mais promissora para o tratamento convencional sdo substancias derivadas de
plantas e varias espécies do género Piper possuem indicativo de uso popular para tratamento

de infecgdes urinarias e orais.

Os OE:s foliares de algumas espécies de Piper ja apresentaram atividades promissoras.
Pode-se citar aqueles que apresentaram inibigdo de crescimento de Candida albicans e C.
tropicalis quando avaliados pelo ensaio de difusdo em agar, nos quais, os OEs sdo ricos em
sesquiterpenos, como o de P. cernuum (biciclogermacreno (21,9%), B-cariofileno (20,7%) e a-
pineno (20,2%)); e P. diospyrifolium seus OE foliares ricos em cis-eudesma-6,11-dieno
(21,1%), B-cariofileno (16,8%) e y-muuroleno (10,6%) (SILVA et al., 2017). Como também
com monoterpenos de P. regnelli (mirceno (52,6%), linalol (15,9%) e - cariofileno (8,5%))
(SILVA etal.,2017; SALEHI et al., 2019). No entanto, ainda ¢ incipiente os estudos sob cepas

resistentes aos farmacos de escolha.
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1.6.2 Piper gaudichaudianum Kunth

Piper gaudichaudianum Kunth (Sin. Artanthe gaudichaudiana (Kunth) Miq.; Piper
obscurum C.DC.) (Figura 11) é uma espécie da familia Piperaceae, nativa da América do Sul
(GUIMARAES, 2020; QUEIROZ; GUIMARAES, 2020) ¢ definida como nuclear por ser
amplamente distribuida no Brasil, principalmente, na Floresta de Mata Atlantica. Seu nome foi
dado em homenagem a Charles Gaudichaud-Beaupré (1789-1854) naturalista francés e
circunavegador do mundo, como “pharmacien em chef de la Marine” (GUIMARAES, 2020;
QUEIROZ; GUIMARAES, 2020).

Essa espécie ¢ um arbusto pubescente que chega até 4 m altura. Possui ramos com
muitos tricomas retrorsos. Suas folhas sdo largamente elipticas, ovadoelipticas a lanceoladas,
com 4apice acuminado a falcado, base assimétrica, aguda a obtusa, com profilo em capuz,
caduco, face adaxial fortemente escabrosa, face abaxial escabritiscula a pubescente, com
numerosos tricomas adpressos nas nervuras; nervacao camptédroma na base, acrodroma no
apice, com 4-5 nervuras secundarias de cada (BARDELLI, 2008; ALBIERO et al., 2005). Em
nivel de importincia ecoldgica essa espécie exerce papel significativo dentro de seu habitat
natural como fonte nutricional ou como participantes de diferentes interagdes bidticas (RAMOS
et al., 2009; SALAZAR et al., 2016; RICHARDS et al., 2016). Em nichos ecoldgicos
ocorrentes em florestas imidas suas folhas e frutos sdo alimentos para diferentes insetos
(LAROCA; LAUER, 1973; PENZ; ARAUJO, 1990; BRAGA et al., 2001; FIGUEIREDO;
SAZIMA, 2000; PEREIRA et al., 2019) e outros animais (MIKICH et al., 2003; BIEBER et
al., 2004; PARRINI et al., 2017). Na literatura existem estudos que correlacionam essa espécie
e sua importancia na alimentagdo, reproducao e o efeito populacional de varias espécies de
morcegos da Floresta de Mata Atlantica brasileira (MARINHO-FILHO, 1991; ALMEIDA,
2005; LEINER; SILVA, 2007, BARRO et al.,, 2013; SILEISER-MILLER et al., 2020;
MIKICH, 2002; MIKICH et al., 2003; LIMA; REIS, 2004, BIANCONI et al., 2007, MELLO
etal., 2008; BIANCONI et al., 2010; BARROS et al., 2013).
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Figura 11 - Fotomacrografia de Piper gaudichaudianum Kunth, com detalhe das
inflorescéncias.

Fonte: o autor (2020)

P. gaudichaudianum ¢ conhecida popularmente no Brasil como “Jaborandi”, “Falso-
jaborandi” e “Pariparoba”. E descrita como espécie medicinal desde o século XIX (VON
MARTIUS, 1859). Estudos etnobotanicos apontam que as infusdes e a mastigacdo das folhas
frescas sdo empregadas para aliviar dores dentarias (DI STASI et al., 2002a; 2022b). O cha das
folhas ¢ empregado como colagogo, digestivo (SOMAVILLA; CANTO-DOROW, 1996),
contra tumor (ZUCHIWSCHI et al., 2010), dores articulares e para o tratamento de doengas
musculoesqueléticas (BOLSON et al., 2015). As tinturas sdo utilizadas para tratamento de
doengas da pele, ouvido, nariz e orofaringe (BOLSON et al., 2015). P. gaudichaudianum ¢
conhecida popularmente como aromatica e ¢ um dos principais adulterantes da espécie

medicinal comercial Pilocarpus jaborandi Holmes (Rutaceae) (BRANDAO et al., 2013).

No compéndio de Florais de Saint Germain, a esséncia de P. gaudichaudianum (Figura
12) ¢ indicada para “relaxamento” e diminui¢ao da “rigidez mental” (MARGONARI, 1999).
Essa espécie também ¢ ritualistica, conhecida como “Iyéyé” nas religides de matriz afro-
brasileiras (BARROS, 2015). E empregada na defumagio e preparagdes dos banhos e bebidas
fermentadas para iniciagdo a divindade, orixa Xang6 (GUEDES et al., 1985; BARROS, 2015).

Para os rituais nessa religido existe um elevado rigor no que tange a hora e a forma de
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coleta/colheita das folhas (BARROS, 2015). Por exemplo, para o orixd Xang0, folhas podem
ser obtidas entre 12 as 18 h (RUANDA, 1954). No entanto, poucos sao os estudos que avaliam
as variagdes em escala temporal no ambiente de cultivo ou selvagem para essa espécie.

Estudos fitoquimicos descrevem para essa espécie substancias volateis, principalmente,
OEs. Nos seus extratos foi possivel identificar dlcool terpénicos (PERES et al., 2006a; PERES
etal., 2006b), fitoesteroides (PERES et al., 2006a; PERES et al., 2006b), vitamina E (tocoferol)
(PERES et al., 2006a; PERES et al., 2006b), 4acidos graxos (PERES et al., 2006a; PERES et
al., 2006b), triterpenos (RORIG; VON POSER, 1991), flavonoides (RORIG; VON POSER,
1991), alcaloides (RORIG; VON POSER, 1991), cromenos (RAMOS et al., 2009; BATISTA,
2008) e derivados prenilados de isomeros do acido benzodico (LAGOS et al., 2004; LOPES et
al., 2007; BATISTA et al., 2011). Os dados farmacologicos mencionados na literatura incluem
atividades antifungica, antibacteriana, inseticida, larvicida, analgésica, antiinflamatoria,
antileishmania e antituberculose (PARMAR et al., 1997; MOREIRA et al., 2001, DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002; LAGO et al., 2004; MORALIS et al., 2007, PUHL et al., 2011;
BERNUNCI et al., 2016; CHAABAN et al., 2018; FINATO et al., 2018; SILVA et al., 2019;
SOUZA et al., 2020).

Os OEs dessa espécie contém teores elevados de monoterpenos, sesquiterpenos e
arilpropanoides (VON POSER et al., 1994; ANDRADE et al., 1998; MORALIS et al., 2007;
PERES et al., 2009; SPEROTTO et al., 2013; KRINSKI; FOERSTER, 2016; SCHINDLER;
HEINZMANN, 2017, CHAABAN et al., 2018; SOUZA et al., 2020). No entanto, existem
poucas abordagens com a finalidade de analisar a plasticidade fenotipica quimica em P.
gaudichaudianum. Observando a importancia medicinal, ritualistica, ecologica e a ampla
distribuicdo espacial no Brasil, faz-se necessario langar luz sobre padrdes de quimiodiversidade
e fatores envolvendo a quimiogeografia para essa espécie de Piperaceae. Ressalta-se que nao
existe até o presente momento descrigdes sobre as variagdes quimicas dos OEs das folhas dessa
espécie sob influéncia do ritmo circadiano, além de ndo haver registros dessas abordagens em

Floresta de Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro (Brasil).
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1.6.3 Piper multinodum C. DC.

Piper multinodum C. DC. (Figura 12), conhecida popularmente como jaborandi-manso,
¢ uma planta com incidéncia na Regido Sudeste, especificamente, em biomas brasileiros como
Cerrado e Mata Atlantica. Possui ocorréncia restrita, mas ndo consta no livro vermelho da flora
do Brasil (CNCFLORA, 2021). A espécie tem forma de arbusto com caule em crescimento
ereto, e auséncia de tricomas. As folhas possuem peciolo com bainha canaliculada, superficie
lisa, glandulas inconspicuas/translicidas, limbo com formato lanceolado, &pice
acuminado/falcado acuminado, base simétrica, tricoma glabra na face adaxial e abaxial e
nervacao eucamptodroma. Possui nervura até a por¢ao mediana/ acima da por¢do mediana. A
inflorescéncia ¢ ereta em espiga. Flor com forma das bracteas florais triangulares/subpeltadas;
margens das bracteas florais glabras. Fruto com formatos e superficies obpiramidais trigonais;
apice convexo; estiletes inconspicuos/ausentes/estiletes sésseis com 3 estigmas; com auséncia
de tricomas. Essa espécie pertence ao grupo taxondmico IV, mesmo de P. gaudichaudianum, o
que aproxima morfologicamente as duas espécies escolhidas para esse estudo (GUIMARAES
etal., 1994; GUIMARAES, 2020b).

Até o momento ndo ha nenhum estudo cientifico botanico, quimico, farmacologico e/ou
toxicologico sobre esta espécie. Por ser de ocorréncia restrita, P. multinodum podem contribuir
para a resiliéncia dos ecossistemas, pois suas fungdes sobrepostas aumentam a confiabilidade
de uma funcdo diante de mudangas ambientais (KUBITZKI; GOTTLIEB, 1984). Segundo
Gottlieb e colaboradores (1996), os metabdlitos especiais avaliados na perspectiva de
linguagem quimica tendem a modular-se e diversificar-se em espécies satélites (espécies de
ocorréncias restritas), principalmente, em ambientes com elevadas pressdes ecoldgicas, como
é o caso do Parque Nacional da Serra dos Orgios (PARNASO), que apresenta padrdes de

altitude elevada.
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Figura 12 - Fotomacrografia de Piper multinodum C.DC.

Fonte: o autor (2020)

Com base no exposto na Introducdo e na Revisdo da Literatura, aprofundar na
questdo sobre quimiodiversidade em Piperaceae torna-se extremamente relevante. Definir
padroes a partir da composicdo quimica dos OEs de P. gaudichaudianum ¢ de P. multinodum
podera contribuir para o entendimento da variabilidade fenotipica quimica dessas duas espécies,
bem como apresentar novas idéias em relagdo ao género Piper.

A escolha dessas duas plantas ndo foi aleatoria, tendo sido pautada na distingao referente
ao comportamento ecologico (nuclear vs. satélite) e semelhangas em padrdes morfologicos.
Ainda, embora P. gaudichaudianum e P. multinodum pertengam a fragmentos de Mata
Atlantica, a primeira foi coletada em regido de baixa altitude e a segunda em regido de grande
altitude. Validar modelos de estudos em Quimiofenética para uma planta de uso consagrado
medicinal e ritualistico, e para outra ainda intocada dos pontos de vista quimico e/ ou
farmacoldgico também contempla uma proposta mais ampla e que tem sido discutida sobre
estudos em plantas medicinais VS. plantas ainda ndo descobertas pela populagdo para uso
medicinal. Trata-se da velha discussao do estudo quimico/ biolégico com abordagem em
similaridades quimiotaxonomicas e do estudo com base em etnopharmacologia. Qual seria a
abordagem mais interessante? Usar esses conceitos isolados ou combinados para escolha do
material vegetal? Nao nos preocupamos com isso, desde que espécies vegetais de um mesmo
clado possam servir de modelo para validar hipoteses em ecofisiologia; permitir a compreensao
do uso em rituais religiosos; e trazer beneficios terapéuticos para a humanidade. Em se tratando

desse ultimo tépico, os modelos de estudos com bactérias foi escolhido por serem de facil
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execucdo, por termos parceiros que desenvolvem esses estudos e pelas bactérias escolhidas
causarem enormes prejuizos a saude, sendo as doengas que causam consideradas
negligenciadas. Mais uma vez, escolhemos trabalhar com tema de satide relevante para o Brasil,
um pais em desenvolviemento.

Portanto, este trabalho estd centrado em trés frentes principais: (1) Estudos em
ecofisiologia com base na quimica; (2) Estudos em Quimiofenética; (3) Estudos bioldgicos ‘in
vitro’. Dessa forma, estdo contempados os preceitos lato senso da Farmacognosia ou
poderiamos chamar de Neofarmacognosia, termo que precisa ser discutido e que podera gerar
muitos debates. Convidamos a todos para essa incrivel viagem que ¢ o estudo de duas espécies
de Angiosperma basal, portanto, modelo ideal para aplicacdo de novos e modernos conceitos
de estudo em Quimica de Produtos Naturais, pautados no tripé importancia social,

bioeconémica e ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar as composi¢des quimicas volateis de Piper gaudichaudianum L. ¢ de Piper

multinodum C. DC. coletadas de espécimes silvestres em diferentes acessos no Estado do Rio

de Janeiro e cultivadas em casa de vegetacdo, com finalidade de determinar aspectos

Quimiofenéticos e Farmacogndsticos.

2.2 Objetivos Especificos

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Realizar coleta de folhas, caules e raizes de P. gaudichaudianum no Parque Nacional
da Tijuca - Rio de Janeiro/ RJ;

Realizar coletas de raizes, caule (caule principal), galhos (caule secundério), folhas,
inflorescéncia e infrutescéncia de P. multinodum no Parque Nacional da Serra dos
Orgios — Teresopolis/RJ;

Realizar coletas mensais de folhas de P. gaudichaudianum e P. multinodum no Parque
Nacional da Tijuca - Rio de Janeiro/ RJ e Parque Nacional da Serra dos Orgios —
Teresopolis/RJ, respectivamente, em trezes meses do ano (estudo sazonal);

Realizar coletas de folhas de 3 em 3 h por 24 h de folhas nas estagcdes chuvosa e seca
de P. gaudichaudianum e P. multinodum no Parque Nacional da Tijuca - Rio de Janeiro/
RJ e Parque Nacional da Serra dos Orgdos — Teresopolis/RJ, respectivamente, de

acordo com o ritmo circadiano;

Cultivar os espécimes silvestres de P. gaudichaudianum coletadas a campo em casa de
vegetacdo pelo método de estaquia, com finalidade de obter primeira e segunda

geragdo;

Realizar a extragdo dos dleos essenciais por hidrodestilacdo das amostras de folhas dos
estudos sazonais e circadianos coletados em campo dos diferentes 6rgdos vegetais e

dos cultivados em casa de vegetagao (1% e 2 geragdes) de P. gaudichaudianum;

Verificar variagdes na composi¢cdo quimica dos oleos essenciais dos materiais dos
diferentes estudos com os espécimes, correlacionando-as estatisticamente com o0s

fatores edafo-climaticos;
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IX.

XL
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Determinar possiveis quimiotipos para P. gaudichaudianum a partir de correlagdes

estatisticas entre os resultados obtidos neste trabalho e dados publicados na literatura;

Desenvolver e colocar a prova de conceito metodologia preditiva e indices para
determinar padrdes de quimiodiversidade a e ¢ Quimiofenéticos a partir dos o6leos

essenciais de P. gaudichaudianum e de P. multinodum.

Avaliar in vitro a atividade dos 6leos essenciais de diferentes o6rgdos vegetais de P.
multinodum contra Mycobacterium tuberculosis H3;Rv (ATCC, 25618).
Avaliar in vitro a atividade de 6leos essenciais de folhas de P. multinodum dos estudos

sazonais contra isolado Candida glabrata resistente.



69

3 MATERIAL E METODOS

Esse estudo ¢ delimitado por duas abordagens principais: (1) Quimiofenética e (2)
Farmacognostica. Essas envolvem as realizagdes de coletas, cultivos, aplicagdo de técnicas
cromatograficas e métodos espectrométricos, atividades antimicrobiana e antifingica e
identificacdo quimica das substancias presentes em misturas volateis. As etapas estdo

graficamente representadas no fluxograma da figura 13.

3.1 Identificacdo das espécies e areas de coletas

Diferentes oOrgaos vegetais foram coletados de espécimes adultos de Piper
gaudichaudianum Kunth (estacas caulinares, folhas, caules e raizes) ¢ de Piper multinodum C.
DC! (estacas caulinares, folhas, caules (caules principais), galhos (caules secunddrios), raizes,
inflorescéncias e infrutescéncias). Os espécimes apresentaram-se entre 1 a 4 m de altura em
regides de Floresta de Mata Atlantica nas cidades do Rio de Janeiro e Teresopolis, no Estado
do Rio de Janeiro, respectivamente. As coletas foram feitas sob licengas concedidas pelo
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) (nimero 57296-4 - codigo
de autenticacdo 47749568); A licenga para acesso ao Patrimonio Genético para pesquisa €
desenvolvimento tecnoldgico foi concedida pelo Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob os nimeros AE20045 (P.
gaudichaudianum) e A0O01E32 (P. multinodum). As identificagdes botanicas foram realizadas
pela Dr* Elsie Franklin Guimaraes do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(JBRJ) e amostras herborizadas foram depositadas no Herbario RB/JBRJ e no Herbario da

UERJ (HRJ), localizacdes e nimero de registro descritos na Tabela 2.

! Esta espécie nunca foi estudada. Por esse motivo optou-se por submeté-la a diferentes metodologias de
investigagdo. Esse fato justifica os diferentes padrdes de coletas em comparacdo com P.
gaudichaudianum.



Figura 13 - Fluxograma de atividades desenvolvidas para elaborac¢ao dessa Tese.
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As coletas foram realizadas de outubro de 2018 até junho de 2021. Durante as coletas foi
realizado o registro se o vegetal estava no estado vegetativo (sem a presenca de Orgaos
reprodutores) ou em periodo de reproducao (constatagdo da presenga de inflorescéncias e
infrutescéncias) (RAMOS, 2020). O estado de herbivoria, bem como a presenca de alteragdes

incomuns nas diferentes partes vegetativas também foram registrados.

Tabela 2 — Descrigdo de localizagdo e numero de registro de herbarios de Piper
gaudichaudianum (PG) e Piper multinodum (PM) no Estado do Rio de Janeiro.

Latitude /

Cidade Localizacao Espécie ; Altitude  Registro nos Herbarios
Longitude
Pgrque Nacional da Serra dos JBRJ | RB01426180
Orgdos. Ao lado da casa dos 22°27'0" S/
Teresopolis | pesquisadores, direcionada ao PM 42°5920" | 1.267m
Caminho para o Orgéo do 0] UERJ | HRJ13541
Sino.
. Parque Nacional da Tijuca. 22°58'12 JBRJ | RBO1319723
Rio de Trilha para o Parque PG S/ 452 m
Janeiro  rapara o karque 43°14'30" UERJ | HRJ13450
Municipal do Rio de Janeiro. o

3.1.2 Analises da composicdo do solo e dados climaticos

Para anélise da composi¢ao quimica dos macro- e micronutrientes dos solos das regides
de coletas foram amostrados cinco pontos proximos ao acesso de cada espécime, em ambas
areas de coletas (Rio de Janeiro e de Teresopolis), conforme descrito por Arruda et al. (2014).
Foram realizadas uma (01) e treze (13) coletas de solo, em janeiro de 2017 e janeiro de 2019 a
janeiro de 2020 para P. gaudichaudianum e P. multinodum, respectivamente. Analises quimicas
do solo foram realizadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Divisao de Solos
(EMBRAPA — SOLOS) de acordo com Donagema et al. (2011). Os dados obtidos estdo
descritos na tabela 3.

Os dados climaticos das regides de Teresopolis/RJ e do Rio de Janeiro/RJ foram obtidos
no Instituto Nacional de Meteorologia para o periodo das coletas (INMT, 2017; 2020). O
diagrama ombrotérmico de Gaussen-Gagnouls referentes as médias mensais no periodo 1961-

1990, para as duas areas, estdo representados na figura 14, e demonstram que ndo ocorreram
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estagdes do ano definidas nas cidades do estudo. E possivel observar apenas periodos mais
secos e mais chuvosos. Na cidade do Rio de Janeiro, a regido de acesso de P. gaudichaudianum,
segundo a classificagao climatica de Koppen-Geiger, possui tipo Am, com clima tropical de
mongado (PEEL et al., 2016). O clima apresenta pelo menos um més seco bem definido com
precipitagdo menor que 60 mm, equivalente a mais de 4% da precipitag@o anual total. No acesso
de P. multinodum, na cidade de Teresopolis, a precipitagdo média anual é aproximadamente
trés vezes maior que no Rio de Janeiro, mesmo em periodos mais secos (junho e julho) o nivel
de pluviosidade ¢ alto (40 — 150 mm). Essa regido possui clima subtropical imido, com uma
temperatura anual média de 17 °C corresponde ao tipo Ctb (Clima oceanico temperado) na

classificacao climatica.

Figura 14 — Média mensal e diagrama ombrotérmico correspondentes a normal climatologica
dos fatores ambientais precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura média
(°C) das cidades de Teresopolis e Rio de Janeiro no periodo de 1961-1990.
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Fonte: INMET,2021.
Legenda: Média mensal (A e C) e diagrama ombrotérmico (B e D) correspondentes a normal climatologica das
cidades de Teresopolis (A e B) e Rio de Janeiro (C e D).



Tabela 3— Atributos do solo de cinco areas de ocorréncia de Piper gaudichaudianum (PG) e Piper multinodum (PM) no Estado do Rio de Janeiro
e do substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas® utilizado para o cultivo das espécies em casa de vegetagio.

H Acidez Total Al Ca Valor S Valor T Valor V
pHem
Amostras p .
agua cmolc/dm? cmolc/dm? cmolc/dm? %
PG Janeiro (2017) 4,90 11,88 0,10 2,30 1,30 18,40 276,90 7,54 2,04 29,70 83,50 4,43 44,00 4,30 8,05 19,93 40,39
Janeiro (2019) 5,90 4,46 1,20 1,60 1,40 20,70 22,40 5429 0,20 40,70 34,40 3,59 11,00 1,20 3,22 7,57 42,49
Fevereiro (2019) 6,40 5,46 0,80 2,40 1,20 18,20 42,00 20,21 0,14 46,64 11,40 1,08 14,10 1,20 3,90 9,27 42,08
Margo (2019) 5,70 14,69 1,30 2,60 2,40 17,60 78,00 112,80 0,18 31,10 3340 296 11,00 1,30 5,48 20,08 27,29
Abril (2019) 4,30 1,32 0,90 2,20 0,50 19,20 28,00 49,55 0,20 43,30 2430 11,50 14,90 0,50 2,94 4,16 70,58
Maio (2019) 5,00 2,88 0,90 2,30 0,30 13,00 54,60 5,88 0,56 5390 21,50 3,93 27,10 2,80 2,94 5,75 51,07
Junho (2019) 4,30 2,63 0,10 3,40 1,60 29,20 20,90 1991 0,84 95,00 66,30 11,40 13,20 3,40 5,25 7,73 67,88
oM Julho (2019) 4,10 2,34 0,10 3,20 0,70 29,90 18,24 73,37 0,78 99,50 2240 1,76 19,00 2,00 4,14 6,33 65,40
Agosto (2019) 5,20 3,14 0,30 2,20 0,30 11,50 23,40 38,30 0,65 21,30 10,00 6,21 17,70 1,70 2,67 5,75 46,50
Setembro (2019) 5,60 2,97 0,20 2,10 0,20 16,90 39,00 2,51 0,11 34,40 18,40 12,40 16,60 0,30 2,58 5,47 47,20
Outubro (2019) 5,40 2,97 0,00 2,40 0,30 16,10 39,00 3,37 0,17 27,70 23,00 14,40 17,30 0,30 2,98 5,87 50,73
Novembro (2019) 6,90 1,82 0,90 2,10 0,40 14,60 75,00 26,47 0,11 34,50 37,00 384 17,90 0,60 2,95 4,69 62,86
Dezembro (2019) 5,80 3,47 1,20 1,20 0,50 27,60 50,70 103,80 0,13 66,40 1580 3,18 10,10 1,00 2,09 5,42 38,60
Janeiro (2020) 5,80 4,79 0,30 1,00 0,40 20,70 70,20 4926 0,13 6840 1580 3,18 37,40 0,80 1,85 6,54 28,37
Substrato 5,80 891 0,00 14,40 6,90 27,60 557,70 2533 0,26 23,60 13,70 3,46 107,50 4,20 4,15 6,30 65,93

73
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3.2 Estabelecimento do cultivo em casa de vegetagao

Os desenhos investigativos sobre o cultivo foram realizados na casa de vegetagdao do
Centro de Responsabilidade Socioambiental do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, localizada
nas coordenadas geograficas latitude 22°58'00.7"S e longitude 43°13'43.3"O, em uma altitude
de 34m.

As estacas de P. gaudichaudianum foram coletadas nos diferentes acessos nos meses de
fevereiro de 2017, desinfetadas com solugdo de hipoclorito de s6dio em concentragdo de 0,5%
(p/v) por 5 min e lavadas com agua corrente. Logo ap6s foram secas em jornal & sombra, para
retirada do excesso de umidade. As estacas foram enraizadas a 5 cm de profundidade nos tubos
de plastico de 1L, com substrato comercial Tropstrato HT Hortaligas®, por um periodo de 60
dias. O material foi mantido sob irrigacdo automatica e 70% de sombreamento, até que o
sistema radicular estivesse formado, possibilitando o transplantio.

As estacas enraizadas foram transplantadas para vasos de 10 L. Ao atingir 0,5 m novas
estacas foram retiradas para o plantio da segunda gera¢do, repetindo o mesmo procedimento,

como descrito na figura 15.

Figura 15 — Esquema para o preparo das estacas e cultivo de Piper gaudichaudianum.

Ao atingiro
crescimento de 0,5m,
novas estacas foram
retiradas da planta
para o
desenvolvimento da

Estacas enraizadas segunda gerago.
Preparagdo de em 60 dias de
estacas de cultivo foram
espécimes transplantadas

silvestres

O delineamento foi casualizado, com doze repeticdes por espécie, em triplicata, em
janeiro de 2018 com os espécimes de P. gaudichaudianum e suas geragdes sobreviventes, para

os cultivos que atingiram altura constante. Nesse momento foram realizadas colheitas dos



75

diferentes 6rgaos do vegetal para preparo de extratos e OEs para avaliar as respostas plasticas
quimicas desses individuos fora dos seus habitats (RAMOS, 2020). As analises da composi¢ao
macro- e micronutrientes do substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas® estdo apresentadas

na tabela 3.

3.3 Materiais coletados e colhidos

Para facilitar o entendimento, as coletas de amostras dos diferentes 6rgaos vegetais dos
espécimes silvestres e cultivadas foram divididas em trés tipos de estudos: (1) Estudo do perfil
quimico micromolecular de diferentes partes vegetativas; (2) Estudo sazonal a partir dos OEs;
(3) Estudo circadiano sazonal a partir dos OEs. Esses estudos foram sendo realizados para as

duas espécies (Tabela 4).

3.3.1 Estudo da variacdo do perfil quimico micromolecular

Para estudar as varia¢des nos perfis quimicos micromoleculares dos OEs: 1) Espécimes
em cultivo e silvestre de P. gaudichaudianum foram colhidas em cultivo e coletadas em campo
de diferentes 6rgdos; 2) Espécime silvestre de P. multidonum coletadas em campo de diferentes
Orgaos.

Para obten¢do de OEs de P. gaudichaudianum de folhas frescas procedeu-se com
coletas em campo (100 g) e cultivadas da primeira (100 g) e segunda geracao (100 g).

Para determinar o perfil quimico dos OEs de P. multidonum foram coletadas raizes,
caules (caules primdrios), galhos (caules secundarios), folhas, inflorescéncias e infrutescéncias

no més de dezembro de 2018.

3.3.2 Estudo da variacdo sazonal

Para andlise da influéncia da sazonalidade na produgdo e composi¢cdo quimica dos OEs
de P. gaudichaudianum e P. multinodum foram coletadas 100 g de folhas durante doze (12)
meses, de um mesmo individuo, no periodo de janeiro a dezembro de 2017 e janeiro a dezembro

de 2019, respectivamente (09:00 ¢ 10:00h) (RAMOS et. al., 2020). As amostras foram
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acondicionadas temporariamente em sacos herméticos zip lock e transportadas em gelo seco
desde o momento da coleta at¢ o momento da aplicagdo de acdes de transformacgdes
preliminares, realizado no Laboratorio de Produtos Naturais PN5, Farmanguinhos, Fundagao

Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

3.3.3 Estudo de variacdes sob a influéncia de ritmo circadiano

Para analise da influéncia do ritmo circadiano na produgdo e composi¢ao quimica dos
OEs de folhas frescas de individuos de P. gaudichaudianum ¢ P. multinodum foram coletados
de 70 a 100 g a cada 3 h durante um periodo de 24 h, nos horarios de 06:00 h, 09:00 h, 12:00 h,
15:00 h, 18:00 h, 21:00 h, 00:00 h ¢ 03:00 h (RAMOS et al.., 2020). Para P. gaudichaudianum
foram realizados dois experimentos, nas estagdes chuvosa (14 e 15 de marco de 2017) e seca
(14 a 15 de outubro de 2017). Para P. multinodum foram realizadas coletas entre 14 ¢ 15 de
fevereiro de 2020 (Periodo mais chuvoso) e entre 13 e 14 de julho de 2021 (Periodo mais seco).
As amostras foram acondicionadas temporariamente em sacos herméticos zip lock e
transportadas em gelo seco desde o momento da coleta até aplicagdes de acdes de
transformagdes preliminares no Laboratério de Produtos Naturais PN5, Farmanguinhos,

Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

3.4. Ag0es de Transformacdes Preliminares

Todas as partes vegetativas das espécies amostradas passaram por processos de acdes

de transformagdes preliminares de limpeza por triagem e separagao.
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3.4.1. Materiais frescos

Para obten¢do dos materiais frescos limpos utilizados nos estudos de perfil quimico,
sazonal e circadiano, as amostras (folhas, caules, galhos, raizes, inflorescéncias e
infrutescéncias) foram rasuradas com utilizacdo de tesouras no Laboratério de Produtos
Naturais PN5, Farmanguinhos, Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. A tabela 4 apresenta

as amostras frescas empregadas em cada estudo.

3.5 Acdes de Transformacdes Principais - Obtencdes de dleos essenciais

3.5.1 Hidrodestilacdo

As extra¢des de OEs de P. gaudichaudianum e de P. multinodum referentes aos estudos
de perfil quimico, sazonal e circadiano foram realizadas por hidrodestilagdo em aparelho do
tipo Clevenger modificado, conforme Wasicky (1963), por 2h. Amostras de diferentes 6rgaos
(Tabela 5) foram pesadas, rasuradas e inseridas em baldo de vidro de 1L contendo 700 mL agua
destilada. Apos finalizagdo do processo, os OEs puros foram separados da fase aquosa,
submetidos a secagem com sulfato de so6dio anidro e armazenados em frascos escuros ambar
fechados em freezer a -20 °C até o momento das analises (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA
etal.,2018; RAMOS et al., 2020). Esse método foi empregado para os estudos com abordagem
Quimiofenética pela disseminagdo de dados dos grupos disponiveis (OLIVEIRA et al., 2018;
RAMOS; MOREIRA, 2019; RAMOS et al., 2020).
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Tabela 4 — Tipos de estudos por coletas de amostras obtidas de Piper gaudichaudianum (PG) e
Piper multinodum (PM) em diferentes acessos no Estado do Rio de Janeiro.

Tioo de Estudo Produtos Orgéos Periodo de Horério de
P Obtidos Vegetais Coleta Coleta(entre/de)
Oleos janeiro de \
) HDI . .
PG EssenciaiseS Folhas 200g 2018 9:00 as 10:00
Raizes® 200gHP!
1 Perfil quimico Caules™) 200g"™!
PM  Oleos Essenciais$ ~ Galhos®™ 200g"™! dezembro de 9:00 as 10:00
Folhas® 200gHP! 2018
Inflorescéncias®  50gHP!
Infrutescéncias®™  50g"P!
janeiro de
: iais S ®) HDI 2017 a .00 3 .
PG  Oleos Essenciais Folhas 100g 9:00 as 10:00
dezembro de
2 Estudo Sazonal .2017.
janeiro de
. o ® . 2019 a s 1
PM  Oleos Essenciais Folhas 70g 9:00 as 10:00
dezembro de
2019
14al5de
100g HD! margo de 3 em 3h de 6:00h
(806@’) 2017 (14) até 3:00h
& (Estagdo (15), total de 24h
. . Chuvosa)
S (F)
PG  Oleos Essenciais Folhas 13214 de
100g HD! outubro de 3 em 3h de 6:00h
(8063’) 2017 (13) até 3:00h
g (Estagdo (14), total de 24h
3 Estudoh Seca)
Circadiano 14a15de
HDI fevereiro de 3 em 3h de 6:00
. .. g 70g .
Oleos Essenciais (560g total) 2020 (14) até 3:00
(Periodo (15), total de 24h
Chuvoso)
(F)
PM Folhas 25226 de
] 70g HP! junho de 3 em 3h de 6:00h
Oleos Essenciais (560g total) 2021 (25) até 3:00h
& (Periodo (26), total de 24h
Seco)

Legenda: (1) Peso para uma analise; Esp.- Espécies; # Peso fresco; C- Obtido de espécimes cultivados; S — Obtido
de espécimes silvestres; (F)- Frescas; HD — Hidrodestilagdo;

3.5.2 Calculo de rendimentos e hidrolatos

Os rendimentos foram calculados pela razdo do volume em mL de OE e o peso em g do
material vegetal fresco utilizado na extracao, multiplicado por 100, para expressar em teor
porcentual (RAMOS; MOREIRA, 2019). Os OEs que nao se separaram dos hidrolatos foram
extraidos com cloroférmio P.A. (Tedia, Brasil) em funil de separacdo e acondicionados

conforme descrito em 3.5.1 para andlise posterior (RAMOS, 2020).
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3.6 Caracterizagdo quimica de 6leos essenciais

Os OEs foram solubilizados em diclorometano P.A. (Tedia, Brasil) até concentragao
final de aproximadamente 1000 ppm e submetidos a analise por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) em equipamento HP Agilent GC 6890 — MS
5973, para obtenc¢do dos espectros de massas. Para quantificacdo dos constituintes presentes
nas amostras e determina¢ao do indice de retengdo (IR) foram feitas andlises por CG acoplada
ao detector por ionizacdo em chama (DIC) em equipamento HP-Agilent 6890. Ambas as
analises foram realizadas na Plataforma Analitica de Farmanguinhos, FIOCRUZ, Rio de
Janeiro.

As condigdes para andlises por CG-EM foram: coluna HP-5MS (30m x 0,32mm 1i.d. x
0,25um espessura de filme), programacdo de temperatura de 60 °C a 240 °C, com incremento
de 3 °C/min e uso de hélio (~99,99%) como géas de arraste, com fluxo de 1,0 mL/min, varredura
entre m/z 40- 600 u.m.a., com energia de impacto de 70 eV (modo positivo). O volume injetado
foi de 1uL da solucdo de cada amostra (1.000 ppm), com temperatura de injetor de 270 °C, sem
divisdo de fluxo (splitless) (OLIVEIRA et al., 2013b).

As condicdes de analises por CG-DIC foram: coluna HP-5MS (30m x 0,32mm i.d. x
0,25um), programacao de temperatura de 60 °C a 240 °C, com incremento de 3 °C/min e usado
hidrogénio e ar sintético como gases de arraste, com fluxo de 1,0 mL/min. Foi injetado 1uL da
solucdo de amostra (1.000 ppm), com temperatura de injetor de 270 °C, sem divisdo de fluxo
(splitless) (OLIVEIRA et al., 2013b).

Os IR foram determinados a partir do tempo de retencdo de uma série homologa de
hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cs-Cas, Sigma-Aldrich) obtidos por CG-DIC, nas mesmas
condi¢cdes de andlises das amostras. As substancias presentes nos OEs e 6leos volateis foram
identificadas por comparacao de seus espectros de massas com registros de banco de dados
(WILEY 7n) e por comparagdo dos IR calculados (DOLL; KRATZ, 1963) com aqueles da
literatura (ADAMS, 2007; 2017).
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3.7 Atividade Antimicobacteriana

3.7.1. Cultivo das micobactérias

A cepa virulenta padrdo de Mycobacterium tuberculosis H3;Rv (ATCC, 25618) foi
cultivada em meio de cultura 7H9 (BACTO), suplementado com 10% de albumina, dextrose,
catalase (ADC) (BC®) e 0,05% de tween 80% e mantida em estufa (Forma Scientific - water-
jacketed incubator) em 37 °C e 5% de COa, até o inicio da fase de crescimento. Esta parte do
estudo foi realizada no Laboratdrio de Biologia do Reconhecer (LBR) da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), utilizando ambiente com nivel de biosseguranga

adequado para os ensaios e sob a responsabilidade da Dr*. Michelle Muzitano.

3.7.2 Ensaio de Inibicdo do crescimento do Mycobacterium tuberculosis

As amostras de OEs de diferentes partes vegetativas e dos extratos e fragdes foliares
foram avaliadas quanto a atividade antimicobacteriana utilizando o ensaio com sal de tetrazol
em microplaca de 96 pogos, nas concentragdes de 16, 32, 64 e 128 pg/mL. Para esse ensaio foi
preparada uma suspensao com M. tuberculosis H37Rv (300 uL. de micobactéria em 7,2 de meio
de cultura 7H9 suplementado com 10% de ADC, aproximadamente 3x107 Unidade Formadoras
de Colonia - UFC/mL) e mantida em estufa em 37°C e 5% de CO; até inicio da fase log (fase
de crescimento exponencial). A dosagem das UFCs por turbidez foi padronizada e
acompanhada em espectrofotometro (Hitachi - Modelo U-1100) em densidade optica (D.O.) de
600 nm. Posteriormente, na fase logaritmica de crescimento, foram plaqueadas em microplaca
de 96 pocos, 50 uL dessa suspensdo (1x10° UFC/pogo). As amostras dos OEs (50 uL/poco)
foram diluidas previamente em 7H9 suplementado com ADC em concentragdo 2 vezes maior
do que a concentragdo final desejada e adicionados na microplaca onde ja continha a
micobactéria. A placa selada foi incubada a 37°C e 5% de COz por 5 dias. Apos esse periodo,
adicionou-se 10 pL por pogo de uma solugdo 5 mg/mL de sal de tetrazol 3-[4,5-dimetiltiazol-

2-il]-2,5-difenil-tetrazol (MTT) em tampao fosfato salino (PBS) estéril. Trés horas depois, 100
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uL do tampao de lise foi adicionado (20% p/v de dodecil sulfato de so6dio (SDS)/ 50% de
dimetilformamida (DMF) em agua destilada — pH 4.7). A leitura da microplaca foi realizada
em espectrofotometro em 570 nm (GOMES-FLOREZ et al., 1995). Como controle positivo de
atividade antimicobacteriana foi utilizado o tratamento com rifampicina (0,032; 0,08; 0,2 ¢ 1
png/mL) nos pogos contendo apenas os bacilos. O controle negativo foi dado a partir de pogos
contendo os bacilos e sem tratamento. Para calcular o percentual de inibi¢ao do crescimento
micobacteriano (ICM) foi utilizado a equacgao (1).

100—(D.0.amostra —D.0.C+)

ICM =
(D.0.C-D.0.C+)

x 100 eq. (1)

3.8 Atividade Antifungica

Quatro amostras do estudo sazonal (janeiro, maio, agosto e outubro) de P. multinodum
tiveram suas atividades testadas e a concentracdo inibitdria minima (CIM) dos OE para a cepa
Candida glabrata (codigo 109) resistente a fluconazol foi determinado de acordo com o
protocolo do CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute). As leveduras foram
inoculadas em placas estéreis de 96 pocos em 200 pul de meio RPMI a fim de se atingir uma
concentragio de 5x10? células por pogo na presenca de diluigdes 1: 2 de cada amostra. As placas
de 96 pogos foram incubadas a 37 °C durante 48 h com agitagdo. O crescimento celular foi
avaliado usando um leitor de microplaca (iMark, Bio-Rad, CA, EUA.). O aparelho foi
programado de forma que considerou a coluna 1 como branco dos reagentes. Considerou-se
como controle positivo, com 100% de crescimento, o valor da densidade 6tica obtida no orificio
numero 12. A CIM para cada OE foi determinada com 50% de inibi¢do do crescimento. A CIM
50% foi determinada como a menor concentragao de OE, com valor de absorbancia menor, ou
igual, ao orificio 12, ou seja 50% do crescimento encontrado no orificio do controle positivo
(PEREIRA et al., 2017). Esta parte do estudo foi realizada no Instituto de Microbiologia
Professor Paulo de Goes, Departamento de Microbiologia Geral sob a responsabilidade do Dr.

Levy Domingos.
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3.9 Desenvolvimento de abordagem Quimiofenética a partir dos 6leos essenciais

Para os estudos com abordagem em Quimiofenética desta Tese, para cada substancia
dos OEs foram realizadas analises em relagdo aos seus nUmeros de oxidacdo (Nox)
(HENDRICKSON et al., 1970), passos oxidativos (PO) (EMERENCIANO et al., 1998),
analise estrutural das substancias, com base nas estruturas e complexidade dos esqueletos, bem

como novos indices quimiofenéticos foram propostos e validados.

3.9.1 Ntumero de oxidacdo (Nox)

A oxidagdo ¢ a transferéncia de elétrons da espécie oxidada para a espécie oxidante. O
Numero de oxidagdo ou Grau de oxidagdo (Nox) ¢ a soma dos estados de oxidac¢ao de cada
atomo na molécula. Essas regras podem ser resumidas em uma equagao (2):

Nox =X niC—B eq. (2)

Onde n; ¢ o numero de ligagdes entre o 4&tomo C e o atomo B. Nessa equacdo, B
corresponde a H (Hidrogénio), C (Carbono) ou heteroatomo X, isto €, as ligacdes resultantes
sao respectivamente C-, C-C e C-X. A soma dos estados de oxidagdo dos carbonos = -4, de
acordo com a Regra de Cram-Hendrickson-Hammond (Hendrickson et al., 1970), que define
como valores de estado de oxidagdo de carbono ligado covalentemente a C, C-C =0, C-H = -
1; C-Heteroatomo (O, S, N e Halogénio) = +1. Na Tabela 5 ¢ apresentado um exemplo de

calculo de Nox a partir do linalol.

Tabela 5 — Exemplo do calculo do Numero de Oxidagao (Nox) do linalol, segundo regras de
Cram-Hendrickson-Hammond.

Linalol Atributos Valor Ndmero Oxidagéo

experimental

Numero de hidrogénios ligados em
1 carbonos

Numero de ligacdo (7 e o) entre carbonos
e O, S, N e Halogénio

Grau de oxidacdo total  -16
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3.9.2 Passos Oxidativo (PO)

O Nox ndo permite a comparagao entre diferentes classes quimicas, pois o nimero de
atomos de C entre as classes quimicas ¢ geralmente diferente. Para facilitar essa comparagao
foram desenvolvidos passos oxidativos (oxidative step — OS) que sdo obtidos das subtragdes
dos Nox das substancias de interesse pelo Nox do precursor biossintético comum aquele

esqueleto dividido por dois (EMERENCIANO et al., 1998), de acordo com a equagdo (3).

PO = (Noxprecursor;Noxsubsténcia) eq. (3)

Entendem-se como passo oxidativo as mudancas oxidativas em relagdo a um precursor
considerado como marco zero na escala. Cada passo oxidativo representa uma insaturacao ou
uma ligacdo carbono-heteroatomo presente na dada substincia, quando comparada ao seu
precursor. Para cada diferenga de dois pontos no Nox € considerado um passo oxidativo (PO),

tem-se um exemplo na figura 16.

Figura 16— Exemplo de calculo de passos oxidativos (PO) a partir da conversao do limoneno
para 6xido de trans-piperitona ou mentofurano.

NOX=-12

oxido de
trans-piperitona

D
/

oxido de

NOX=-16 NOX=-15 NOX=-12 | 0 e
Q%
?0‘ piperitenona
20000 e NOX=-14
OH
\ NOX=-14
limoneno trans -isopiperitenol isopiperitenona

cis-isopulegol

pulegona

\\5%0

mentofurano
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O estudo de passos oxidativos ¢ uma metodologia quantitativa importante na correlagdo
evolutiva para Quimiossistematica (GOTTLIEB, 1989). Na avaliacdo Quimiofenética o PO
pode predizer os avangos oxidativos que uma planta pode expressar qualitativamente em escala
temporal diferente ou em estudos de quimiogeografia, no intuito de levar a compreensdo da

distribui¢do das expressdes fenotipicas em escala espacial.

3.9.3 Nivel Ponderado de Oxi-reducao (Nor)

Os passos oxidativos (PO) e os niveis de oxidagdo (indice de Oxidagdo) utilizados na
Quimiossistematica nao respondem aos estimulos quantitativos dos metabolitos especializados.
Na figura 16 ao aumentar o teor de 6xido de trans-piperitona ou mentofurano, os valores de
oxida¢do nao respondem proporcionalmente ao precursor comum. Sabe-se que as reagdes
Reducao-Oxidacao (redox) fazem parte do ciclo metabolico das plantas, principalmente, nos
processos fisioldgicos de respostas plésticas as variagdes sazonais e sob comando do relogio
circadiano (DIETZ; PFAMMSCHMIDT, 2011). Normalmente, esse processo envolve
mecanismos quimicos complexos. Avaliar esses padrdes de oxidagdao molecular a partir de
misturas faz-se necessario para a melhor compreensao do mecanismo redox em escala temporal
fluida e baseada em modelo ndo-estatico. Langar luz sobre a quantificacdo do metabdlito em
uma mistura ¢ o primeiro passo para ponderar essa oxidagdo. Por isso, desenvolvemos o Nivel
Ponderado de Oxi-reducdo ou Nor, obtido pelo numero de oxidagdo da substancia de
interesse (Nox) multiplicado pelo valor de quantificagdo da substancia obtida na amostra
analisada (Q%) e dividido pelo niimero de 4&tomos de carbono do esqueleto molecular (n), de

acordo com a equagao (4):

0
Noxcompaud XQ%

Nor = eq. (4)

n

Isso significa que um valor médio ponderado das oxidagdes dos d&tomos de carbono das

substancias (Nor) em mistura ¢ obtido. Tem-se um exemplo na figura 17.
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Figura 17 - Exemplo de calculo de Nivel Ponderado de Oxi-redug¢ao (Nor) para o B-eudesmol
em uma concentracgao tedrica em 6leo essencial.

| I
| CysH,60 |
| Nox=-24 |
Q% = 345%, 24 x3,45%
| I
| I
| |
| I
| I

N =
(Concentragdo tedrica) OR 15

3.9.4 Indice Ecolégico de Oxi-reducio (IEor) ou indice Geral Redox de Mistura (GMor)

Os valores do Nor predizem sobre uma determinada substdncia na mistura. Para a
avaliacdo da mistura e o quanto ela se encontra mais oxidada ou reduzida desenvolvemos o
indice Geral de Oxi-reduco de Mistura (GMro, ou Indice para misturas Ramos & Moreira).
Quando este novo indice ¢ aplicado a estudos quimico-ecologicos, propomos chamé-lo de
Indice Ecoldgico de Oxi-reducio (IEor). Os valores referentes ao IEor da mistura complexa
de substancias serdo obtidos pela razdo do somatorio dos Nor de todas as substancias pelo
numero de substancias identificadas na amostra (Nsi) de acordo com a equagao (5):

N
IEog = NSOIR eq. (5)

Em relagdo a esta equagdo, deve-se prestar atencdo a necessidade de padronizagdo da
técnica de identificagdo e quantificagdo aplicada a mistura (por exemplo, CG-EM/ CG-DIC),
no sentido de possibilitar a comparagdo dos dados e garantir a melhor forma de quantificagao
para diminuir os interferentes nos resultados, bem como possibilitar comparagcao com dados da
literatura. Portanto, ndo se deve comparar dados obtidos de quantificagdo por CG-DIC com
dados obtidos de quantificagcdo por CG acoplado a detector por espalhamento de luz (CG-DEL);
ou cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a espectrometria de

massas por eletronspray com detector quatrupolo (CLAE-IES-Q) com CLAE-IES acoplado a
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iontrap, por exemplo. Esse indice é explicado por quanto maior o valor obtido, maior a oxidago

da mistura de substancia e maior ¢ a redu¢do. quanto mais distante um valor estd do zero.

3.9.5 Quimiotificacdo dos Oleos Essenciais de Piper gaudichaudianum

Para determinacdo de quimiotipos a partir dos OEs de P. gaudichaudianum foram
usados os resultados dessa Tese, bem como informagdes sobre a composi¢do quimica obtida a
partir da literatura, em fonte primaria e secundaria. Alguns atributos para selecdo de
informacodes da literatura foram considerados: I — O OE ter sido obtido das folhas; e II- Ter sido
extraido por método de hidrodestilacdo. Como critério de anéalise do documento foram obtidos:
I - Localizacdo da coleta; II — Coordenadas geografica; e II1 — Total de substancias identificadas
e quantificadas. Quando as coordenadas geograficas ndo foram informadas, tomou-se como
verdadeiro os valores relativos para a cidade de coleta. De posse das informagdes da literatura
foram realizadas analises entre: I — Padrdes de latitudes (grau) e producdo no metabolismo
especial; II- Distribuicdo geografica e produgdo no metabolismo especial; III- Produgdo

metabolica e diversidade vegetal nas areas de coleta (GOTTLIEB et al., 1996).

3.10 Processamentos de Dados

Analises estatisticas foram realizadas para examinar inter-relacdes, correlacdes,
correspondéncias e analise de variancias nos OEs nos diferentes estudos. Foram avaliados: I -
variacdes entre as composi¢des quimicas dos taxons; II - Composi¢do quimica entre os
diferentes métodos de extracdo; III - Variacao edafoclimética (umidade, temperatura, radiacao,
precipitagdo macro- e micro-nutrientes do solo); IV - Variagdo da influéncia sazonal e do ritmo
circadiano; V- Qualidade e composicdo quimica dos OEs entre as coletadas de espécies
silvestres e cultivadas; VI — Definigdo de quimiotipos a partir dos OEs de P. gaudichaudianum
e; V — Variagdes nas atividades biologicas. Por apresentar diferentes conjuntos de dados entre
P. gaudichaudianum e P. multinodum foram aplicadas abordagens estatisticas diferentes para

cada espécie que estdo apresentadas na figura 18.
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3.10.1 Abordagem descritiva dos dados

Os dados em triplicatas sdo apresentados pela média = desvio padrdo. Outras andlises
descritivas foram empregadas, como coeficiente de variagdo, maximo e minimo. Para anélise
de normalidade foram empregados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para

amostras maiores ¢ menores que 50, respectivamente.

3.10.2 Abordagem sobre a variacdo

As analises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o Programa software
Statistica versdo 13 (StartSoft Inc., Tulsa, EUA). Para compara¢do das médias obtidas nos
resultados de: I - Rendimentos dos OEs; II - Componentes majoritarios dos OEs; III -Numeros
de substancias identificadas; e IV — Valores de correlagdes; empregou-se o teste de Tukey com
significancia de 5% de probabilidade. O diagrama de Venn foi usado para andlise qualitativa

com o software Venny 2.0 (JOSE et al., 2004; RIBEIRO et al., 2004; OLIVEROS, 2020).
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Figura 18 - Esquema com abordagem realizada nas matrizes com conjuntos de dados de Piper
gaudichaudianum e Piper multinodum.

Piper gaudichaudianum Kunth Piper multinodum C. DC

Abordagem Descritiva

Méximo / Minimo
Média
Desvio-padriio
Coeficiente de variagfio

Teste de Normalidade

| teste shapiro-wilk (n<50) |

| teste de Kolmogorov-Smimov (n > 50) |

Abordagem sobre a Variacdo

Teste t de Student

ANOVA
Post hoc teste Tukey HSD

Andlise de Box Plot

Diagrama de Venn
Abordagemde Correla¢do

[ Correlago de Pearson ]
{Dados com distribuicSo normal

[ CorrelagSo de Spearman ]
(Dados sem distribuigio normal)

Abordagem Multivariadas

[ Andlise de Componente Principal

método de UPGMA

[ Anilise de Agrupamento Hierdrquico

[ Medida Exploratéria (heat map)
método de two-way jolning

[ Anélise de Correspondéncia Candnica
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3.10.3 Abordagem de correlacGes

Para verificar a possivel inter-relacdo entre variaveis edafoclimaticas (umidade,
temperatura, radiagdo, precipitagio e solo), variagio espacial (latitude e longitude), Indice
Ecologico de Oxi-redugdo, Nivel Ponderado de Oxi-redu¢do e os componentes dos OEs
selecionados, foi utilizada a anélise de correlacdo de Pearson ou Spearman, a depender do
padrio de normalidade do conjunto de dados (SA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2013b;
CALLEGARI-JACQUES, 2003). O coeficiente de correlagdo de Pearson e Spearman foram
interpretados de acordo com os critérios sugeridos por Jannuzzi e colaboradores (2010) como
a seguir: 0,00 a 0,19 (bem fraca); 0,20 a 0,39 (fraca); 0,40 a 0,69 (moderada); 0,70 a 0,89
(forte); e de 0,90 a 1,00 (muito forte). A significancia do conjunto de dado foi testada por t de
Student.

3.10.4 Abordagem multivariada

A Analise de Componentes Principais (ACP) e a Andlise de Agrupamento Hierdrquico
(AAH) foram realizadas utilizando o software Statistica versao 13 (StartSoft Inc., Tulsa, EUA).

As matrizes foram construidas com a composicao quimica dos OEs e volateis. Esses
foram tratados como unidades taxondmicas operacionais (UTO). Para construcao de graficos
de ACP e AAH foram utilizados os valores de porcentagem (% érea) transformados para 100%
area, extraido dos dados obtidos por CG-DIC, convertidos em uma matriz, excluindo as
substancias que nao foram identificadas ou com teor menor que 5% (SADGROVE et al.., 2014;
LEGENDRE; LEGENDRE, 1998).

Analises de Agrupamento Hierarquico (AAH) foram realizadas para verificar
semelhancas entre as UTO, com base na distribui¢do dos atributos dos solos, substancias e
classes quimicas dos OEs. Para obtencdo do dendrograma foram utilizadas as distancias
Euclidianas com o método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) e como medida exploratoria de aprofundamento foi usado o heat map, construidos pelo

método two-way joining (SADGROVE et al.., 2014).
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Andlise de correspondéncia candnica (ACC) entre os fatores edafo-climaticos e a
composi¢cdo quimica dos OEs foram realizadas utilizando o software CANOCO versdo 4.5
(Canonical Community Ordination), junto com o programa CanoDraw versao 4.1. Antes de
realizar a ACC, os dados quimicos foram transformados pela formula descrita na Eq. (6), de
modo que x ¢ o valor da area do sinal para cada substancia expressa em teor percentual relativo.
Os dados ambientais expressos em porcentagem, como porcentagem de saturacao de base (BS)
e umidade relativa, foram transformados de acordo com a equacgao (6). Para as outras variaveis
ambientais ndo expressas em porcentagem, de modo que x € o valor das observagoes individuais
para cada variavel e seguiu conforme a equagao (7). Para o pH do solo foram usados dados nao
processados. Todos os dados das varidveis quimicas e ambientais foram centrados na média.
Todas as etapas anteriores foram realizadas para dimensionar os dados anteriores a analise

multivariada.

2. — arcsin| X
xn—arcsm< 100) eq. (6)

Transformacao da variavel para o método de arcsin.

Qn =logio(x, +1) eq. (7)

Transformacao logaritmica para as variaveis.
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4 RESULTADOS

4.1 Composicdo quimica e rendimentos dos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum
Kunth silvestre e cultivada em casa de vegetacao

4.1.1 Composicdo quimica dos Oleos essenciais do estudo sazonal de Piper gaudichaudianum
silvestre

Os OEs extraidos de P. gaudichaudianum silvestre do acesso de Rio de Janeiro/RJ
obtidos nos meses de janeiro a dezembro de 2017 apresentaram coloracao levemente amarelada,
com rendimentos apresentando varia¢des de 0,09 a 0,23%. As composi¢des quimicas siao
descritas na tabela 6 (12 amostras). Foi possivel identificar 98 substancias diferentes que
variaram entre 26 a 49 entre as amostras de OEs referentes ao estudo sazonal. O total de
substancias quantificadas nos OEs ficou entre 91,5 e 99,8%. As fases reprodutivas se deram
entre os meses de janeiro a fevereiro e novembro a dezembro de 2017. As fracdes dos OEs
apresentaram-se ricas em sesquiterpenos ndo oxigenados (48,3-78,0%), seguido por
sesquiterpenos oxigenados (16,2-44,8%) e monoterpenos oxigenados (0,0-3,4%). As
substancias principais registradas foram os sesquiterpenos ndo oxigenados biciclogermacreno
(10,2-28,5%), E-cariofileno (1,3-22,7%) e eudesmadieno (Z-eudesma-6,11-dieno) (1,4-21,7%).
Os sesquiterpenos oxigenados E-nerolidol (0,3-15,4%), a-cadinol (0,2-19,4%) e espatulenol
(1,39-15,9%) também foram registrados em teor percentual relevante. As estruturas quimicas

dos majoritarios sdo apresentadas na figura 19.

Figura 19 - Substidncias majoritarias identificadas nos Oleos essenciais de Piper
gaudichaudianum  silvestre:  biciclogermacreno (1), E-cariofileno  (2),
eudesmadieno (3), E-nerolidol (4) e espatulenol (5).




Tabela 6 - Constitui¢do quimica, rendimentos (%), esqueleto de carbonos (esqueleto—C) e Indice Ecologico de Oxi-redugdo dos 6leos essenciais

de folhas de Piper gaudichaudianum Kunth silvestre, dos meses de janeiro de 2017 a dezembro de 2017.
Area Percentual Relativa (%) + Desvio Padr&o (DP)

Esqueleto -C Substancias? IRcalc IRIit
Hexano 3E-hexenol 844 844 - tr - - - - - - -
Pinano a-pineno 932 932 - 0,2+0,0 0,2+0,0 0,3+0,0 - - - - - - -
Canfano canfeno 954 954 - - - - - - - -
Pinano B-pineno 979 979  0,6£0,2 0,5+0,0 0,5+0,0 0,1+0,0 - - - - - - -
Mircano mirceno 988 988 - - - 0,3+0,0 - - - - - - -
Mentano limoneno 1024 1024 - - - - - - - - - -
Mircano oxido de Z-linalol 1067 1067  0,8+0,1 - - 1,2+0,2 - - - - - - -
Mircano linalol 1095 1095 5,4+0,0 - 1,2+0,0 4,3£0,0 1,2+0,0 - - - - - - -
nao identificado (M/z154) 1098 0,440,0 - - - - - - - - - - -
Nonano n-nonanal 1100 1100 0,1+0,0 - - - - - - - - - -
Mentano 1-terpineol 1130 1130 0,3+0,0 - - - - - - - - - - -
Canfano canfora 1141 1141  0,1£0,0 0,1£0,0 4,6£0,0 3,5+0,0 4,8+0,2 - - - - - - -
Canfano hidreto de canfeno 1145 1145 - 0,4+0,0 1,4+0,0 0,3+0,1 - - - - - - tr
Mentano a-terpineol 1186 1186 0,2+0,0 - 1,2+0,0 6,3+0,0 2,1+0,0 tr - - - - - tr
Canfano borneol 1165 1165 - - - - - - - - - -
Canfano acetato de bornila 1285 1285 - - tr 0,3+0,0 - - - - - - - -
Undecano undecanal 1305 1305 - - - - - - - tr - - - -
Elemano bicicloelemeno 1325 0,74+0,0 tr - - 0,5+£0,0 0,3£0,1 2,3£0,2 2,9+0,2 3,4+0,3 tr - -
Elemano d-elemeno 1335 1335 - 0,5+0,0 3,2+0,0 3,2+0,0 5,7£0,0 4,6+0,0 3,5+0,2 6,5+0,4 2,6+0,7 3,4+0,2
Cubebano o-cubebeno 1348 1348 - 0,3£0,0 tr - 1,240,0 - - 0,4£0,0 5,6+£0,5 3,4+0,2 12402 2,8+0,3
Mircano acetato de nerila 1359 1359 - - - 1,3+0,1 - - - - - 0,3+0,2
Copaano a-ylangeno 1373 1373 - 0,3+0,0 - - - - - - - -
Copaano a-copaeno 1374 1374 - 0,4+0,0 1,6+0,0 - 3,8+0,1 6,3£0,0 5,3+0,0 4,9+0,0 5,9+0,0 - 3,2+0,0
ndo identificado (m/z 202) 1376 1,24+0,2 - - - - - - - - - - -
Mircano acetato de geranila 1379 1379 - - - - 0,3+0,0 tr 0,4+0,0 - -
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Cadinano Z-calamenen-10-o0l 1660 1660 tr

Eudesmano 7-epi-a-eudesmol 1662 1662 5,6+0,3 1,0£0,2 2,9+0,3 0,1+0,0

Cariofilano gzr_l(c))lﬁla-4(12),8(l3)-dlen- 1639 1639 0,2+0,0 tr tr tr tr tr tr

Cariofilano 14-hidroxi-Z-cariofileno 1666 1666 1,5£0,0 0,3+0,0 tr 0,1+0,0 tr 0,7+0,1  0,1+0,0 tr

Cariofilano 14-hidroxi-9-epi-E- 1668 1668 29402 tr

cariofileno
Cadinano cadaleno 1675 1675 1,7+0,0 1,0+0,2
ndo identificado (M264) 1677 1677 0,4+0,0 0,4+0,0 0,1£0,0 1,2+0,2

Cadinano amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 1700 0,2+0,0 0,4+0,1 0,2+0,0

Cariofilano acetato de cariofileno 1701 1701 0,9+0,2

Cadinano amorfa-4,9-dien-14-al 1704 1704 0,2+0,0

Octadecano n-octadecano 1800 1800 tr 0,4+0,0 0,2+0,0

Monoterpenos ndo oxigenados 0,6 0,6 0,7 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Monoterpenos oxigenados 7,9 0,1 7,5 17,0 9,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,1

Sesquiterpenos ndo oxigenados 37,9 64,1 64,4 60,5 79,1 67,3 80,4 68,2 69,0 81,5 67,6 67,5

Sesquiterpenos oxigenados 50,5 33,6 24,3 16,3 10,5 24,1 15,7 30,2 29,4 18,3 27,0 29,6

Outras substancias 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,4 0,2

NUmero de substancias identificadas 44 49 41 32 38 26 36 42 37 36 43 43

Total de substancias quantificadas no 6leo essencial (%) 96,3 98.5 96,9 94,5 99,2 91,5 96,0 98.5 98.5 99.8 953 97.4

Rendimento de OE (%) 0,120, 0,09+0, 0,08+0, 0,03+0, 0,09+0, 0,060, 0,02+0, 0,02+0, 0,050, 0,09+0, 0,11+0, 0,14+0,
04 02 01 01 01 02 01 01 01 02 02 01

IEor® 3.4 32 -3,7 4,7 -4,1 -5,6 43 3,7 42 4,4 3.4 -3,6

Legenda: IRcalc = Indice de retengdo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retencio de literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP =
desvio-padrdo. *Todos as substancias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. Indice Ecoldgico de Oxi-redugdo. OE — Oleo Essencial; tr -
Trago (valor percentual menor que 0,05%). Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-marco; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-julho; Ago- agosto; Set-setembro; Out—

outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro.
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A figura 20 apresenta os resultados das médias mensais ¢ o diagrama ombrotérmico
correspondente a normal climatologica dos fatores ambientais de precipitagdo (mm), umidade
(%) e temperatura média (°C) da cidade do Rio de Janeiro/RJ. A partir da analise do diagrama
ombrotérmico, verifica-se a existéncia de duas estagdes mais secas (fevereiro e setembro) e

duas mais chuvosas (margo e abril) (Figura 20B).

Figura 20 - Médias mensais e diagrama ombrotérmico correspondentes a normal climatologica
dos fatores ambientais, precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C)
da cidade do Rio de Janeiro/RJ, no periodo de janeiro 2017 a janeiro de 2018.
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Legenda: Médias mensais (A) e diagrama ombrotérmico (B) para a cidade do Rio de Janeiro (A e B). Da esquerda
para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-julho; Ago-
agosto; Set-setembro; Out—outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro; Jan-janeiro de 2018.

Fonte: INMET, 2018.
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A figura 21 apresenta as variagdes nos rendimentos dos OEs em correlagdo com as
médias mensais dos fatores ambientais (precipitacdo, umidade e temperatura) e a fase
reprodutiva no periodo avaliado.

As andlises de Pearson que correlacionam as classes quimicas, rendimentos e as
substancias majoritarias presentes nos OEs com os fatores ambientais (precipitacao, umidade e
temperatura) encontram-se na Tabela 7 e as analises entre as substancias e as classes quimicas
na tabela 8.

Pode-se observar (figura 21) que os maiores teores foram para as amostras obtidas nos
meses de dezembro (0,14%), janeiro (0,12%) e novembro (0,11%). As médias dos rendimentos
dos OEs apresentaram diferencga significativa entre si (p=0,0002). Cabe destacar que os maiores
teores percentuais foram registrados no mesmo periodo da fase reprodutiva da espécie. Os

rendimentos nao apresentaram correlacao com os fatores ambientais.

Figura 21 — Comparagdes das variagdes dos rendimentos (%) de o6leos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre e suas relagdes com as médias mensais dos fatores
ambientais, precipitacdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C), no periodo
de janeiro a dezembro de 2017.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul
— julho; Ago- agosto; Set—setembro; Out—outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro; #Area hachurada
em amarelo representa os meses de ocorréncia das fases reprodutivas.
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Tabela 7 - Analise da correlacio de Pearson entre varidaveis ambientais, rendimentos,
substancias majoritarias e classes quimicas dos Oleos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre.

- . 12
Variaveis analisadas Umidade (%) Temperatura (°C) Precipitacdo (mm)
Rendimentos 0,361 0,084 -0,350
m . -0,035 0,228 -0,057
3 biciclogermacreno
2 . -0,631* 0,366 -0,716**
= eudesmadieno
8
= E-cariofileno -0,432 0,119 -0,463
=) - * - - k3k
i a-cadinol 0,751 0,209 0,749
<
g )
‘E espatulenol 0,031 0,097 0,110
8
= E-nerolidol 0,791%* -0,472 0,769%*
s . 0,735* -0,388 0,701*
Monoterpenos nio oxigenados
.g Monoterpenos oxigenados 0,358 0,072 0,296
= _ * * ~ *
% Sesquiterpenos nao oxigenados 0,593 0,625 0,591
Q
2 S . . 0,480 -0,721%* 0,506
& esquiterpenos oxigenados
0,240 0,075 0,300

Outras substancias

Legenda - *Significativo a p<0,05 ** Significativo a p<0,01;. +OE — Oleo Essencial

A figura 22 apresenta as variagdes das diferentes classes quimicas que compde os OEs
no estudo sazonal. Todas as amostras foram ricas em sesquiterpenos (76,7 — 99,8%), com
destaque para os ndo oxigenados, exceto para o més de janeiro, com um leve aumento dos
oxigenados.

Observa-se na correlacdo de Pearson que houve aumento de monoterpenos ndo
oxigenado nos periodos com maiores precipitagdes (1= 0,701; p=0,011;) e umidade relativa
(r>=0,735; p=0,006). Os sesquiterpenos nao oxigenados apresentaram correlacdo inversamente
proporcional com a precipitagdo (r*=-0,591, p=0,043) e diretamente proporcional com a
temperatura (r*= 0,625, p=0,030). Salienta-se que as diminui¢cdes dos ndo oxigenados,
decorrente do aumento mensal médio pluviométrico, levaram ao aumento da concentracao de
sesquiterpenos oxigenados, fato esperado e confirmado pelo valor significativo encontrado nas

correlagdes (r>=-0,828; p=0,001) (Tabela 7).
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Figura 22 — Variagdes das classes quimicas de 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum
silvestre no periodo de janeiro a dezembro de 2017.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan— janeiro de 2017; Fev —fevereiro; Mar—margo; Abr — abril; Mai —maio;
Jun —junho; Jul — julho; Ago- agosto; Set — setembro; Out — outubro; Nov—novembro; Dez— dezembro;

A figura 23 apresenta as comparagdes entre as variagdes dos componentes majoritarios
dos OEs de P. gaudichaudianum silvestre em relagdo a normal climatologica dos fatores
ambientais (precipitagdo e umidade). Na figura 24 apresenta-se o grafico box plot com as
variagoes dos majoritarios. Nela pode-se observar que as médias dos teores das substancias
majoritarias biciclogermacreno, E-cariofileno, eudesmadieno, E-nerolidol e a-cadinol
apresentaram variacoes significativas ao longo do ano (p > 0,01). No entanto, observou-se que
mesmo apresentando elevada variagdo anual, a média da varia¢do do biciclogermacreno difere
das demais substancias majoritarias (p > 0,01) (Figura 24). O sesquiterpeno oxigenado E-
nerolidol apresentou a maior variagao de teor percentual entre os co-majoritarios (Figura 28 e
29).

Na figura 23 observa-se que os teores de biciclogremacreno se encontraram com niveis
acima de 10% durante todo ano. O maior teor (23,2%) foi registrado no inicio da floracdo e o
menor teor (11,2%) no periodo mais seco do ano (setembro). O sesquiterpeno E-nerolidol,
diferentemente, tem seu aumento nos periodos de floragdo, passando os teores de
biciclogermacreno no periodo que compreende janeiro e fevereiro. Curiosamente, os teores de
E-nerolidol aumentam em até quatro vezes em periodos com maior incidéncia de chuvas, logo

apds o periodo seco. Ao testar a hipotese, observam-se valores diretamente proporcionais
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(significativo) na correlagdo de Pearson, entre precipitagao (r*>=0,769; p=0,003) e umidade
relativa (r*=0,791; p=0,002) (Tabela 7).

Comportamento inverso ao E-nerolidol foi observado para o sesquiterpeno nao
oxigenado eudesmadieno (r*=-0,746; p= 0,005, tabela 13), sendo os menores teores registrados
na floragdo, e apds esse periodo, houve um aumento de até trés vezes no teor. Foi possivel
observar correlagdes inversamente proporcionais e significativas entre umidade (r?>=-0,631; p=

0,028) e precipitagao (r*=-0,716; p=0,009) para o eudesmadieno (Tabela 7).

Figura 23 — Comparagdo das variagdes dos componentes majoritarios nos oleos essenciais de
Piper gaudichaudianum silvestre com a normal climatologica dos fatores
ambientais precipitacdo (mm) e umidade (%), no periodo de janeiro a dezembro de

2017.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-
julho; Ago-agosto; Set—setembro; Out—outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro; #Area hachurada em
amarelo representa os meses de ocorréncia das fases reprodutivas.
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Figura 24 - Analises de box plot dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais de Piper
gaudichaudianum durante janeiro a dezembro de 2017.
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Legenda: Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes usando o teste de Tukey (p
<0,05).



Tabela 8 - Analise de correlagdo de Pearson entre as substancias majoritarias ¢ classes quimicas dos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum
silvestre do acesso de Rio de Janeiro/ RJ (PMR).

Monoterpenos Sesquiterpenos
Substancia o- E- nao Monoterpenos nao Sesquiterpenos
Cadinol Biciclogermacreno Nerolidol E-Cariofileno Eudesmadieno  oxigenados oxigenados oxigenados oxigenados

Biciclogermacreno -0,269
E-Nerolidol -0,508 -0,192
E-Cariofileno 0,294 0,340 -0,454
Eudesmadieno 0,396 0,125 -0,746* 0,635*
Monoterpenos nao -0,536 -0,057 0,457 -0,036 -0,278
oxigenados
Monoterpenos -0,402 0,152 -0,111 -0,115 0,179 0,6137*
oxigenados
Sesquiterpenos ndo 0,318 0,353 -0,540 0,571 0,453 -0,653* -0,380
oxigenados
Sesquiterpenos -0,066 -0,532 0,679* -0,598°* -0,644* 0,350 -0,165 -0,828%*
oxigenados
Outras substancias -0,515 0,330 0,391 -0,492 -0,632* -0,160 -0,268 -0,026 0,145

Legenda - *Significativo a p<0,05 ** Significativo a p <0,01.
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A Analise de Componente Principal (ACP) foi realizada com as substancias cujos teores
foram superiores a 5%. Pela andlise estatistica por ACP 83,6 % da variancia total dos dados
foram representados pelos dois principais componentes (PC) 1 (62,1%) e PC2 (21,5%), como
demonstrado na figura 25. O biciclogermacreno no PC1 (-8,6) apresentou carga negativa e
carga positiva com baixa influéncia no PC2 (+0,7). Para E-nerolidol foram observadas cargas
positivas no PC2 (+5,1) para as amostras coletadas nos meses de janeiro, fevereiro, novembro
e dezembro e cargas negativas no PC1 (-1,7) para as amostras coletadas de margo a outubro.
Como Justificativa para as variagdes em menores escalas tem-se as substancias eudesmadieno,
a-cadinol e E-cariofileno, que apresentaram cargas negativas moderadas a baixas, nos dois
eixos. As amostras coletadas nos meses de abril, mar¢o ¢ outubro, considerados meses de
transicdo climatica, apresentaram mais cargas positivas influenciadas pelos teores de E-
nerolidol.

A partir da analise de ACP, tem-se: Grupo | (janeiro, fevereiro, novembro e dezembro)
formado com os constituintes dos OEs ricos em biciclogermacreno e E-nerolidol; Grupo Il
(marco a outubro) resultante do agrupamento das amostras ricas em biciclogermacreno, seguido
de E-cariofileno > eudesmadieno > a-cadinol.

O agrupamento hierdrquico (AAH) para o estudo sazonal ¢ mostrado na figura 26. Os
agrupamentos no dendograma sao formados a partir dos ramos que correspondem as distancias
euclidianas das amostras em relagdo as amostras mais proximas. Corroborando os resultados
encontrados na ACP, as amostras foram agrupadas em dois clusters (Grupos | e I1), levando a
afirmagdo que cada grupo de amostra possui uma composi¢do quimica diferente entre si.
Notadamente, essa separacao respeitou os meses (Grupo |) onde a espécie encontrava-se em

estado reprodutivo e refletiu a importancia do E-nerolidol nessa separagao.
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Figura 25 - Biplot (ACP) resultante da analise da composi¢do dos dleos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre, coletadas de janeiro a dezembro de 2017.
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Figura 26- Dendrograma representando a relacdo de similaridade da composicdo dos 6leos
essenciais de Piper gaudichaudianum silvestre, coletada de janeiro a dezembro de

2017.
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4.1.2 Composicio quimica dos Oleos essenciais do estudo circadiano de Piper
gaudichaudianum silvestre

A composicao quimica do OE de um individuo de P. gaudichaudianum foi avaliada ao
longo de 24h, nos meses de mar¢o (periodo chuvoso) e de outubro (periodo seco) e estdo
representadas nas tabelas 9 e 10, respectivamente. Os OEs de ambos os periodos se

apresentaram levemente amarelados.

Para o periodo chuvoso (margo) foi possivel identificar 53 substancias, com variagdes
entre 28 e 43 nos OEs analisados. O total de substancias identificadas ficou acima de 83% (84,5
a 99,4%), portanto, bastante adequado. Os rendimentos variaram entre 0,09 a 0,23%. Para o
periodo chuvoso o espécime apresentou-se com composi¢do rica em sesquiterpenos nao
oxigenados E-cariofileno (1,3 - 22,7%), eudesmadieno (1,5 - 21,7%) e biciclogermacreno (13,3
—19,7%). Dos sesquiterpenos oxigenados, tem-se o a-cadinol (0,2 — 15,4%), E-nerolidol (0,0
—15,4%) e espatulenol (3,3 - 15,4%) como principais (Tabela 9).

Para o periodo seco (outubro) foi possivel identificar menos substancias (n = 48), com
uma menor variagdo, entre 24 a 41, nos OEs analisados. O total de substancias identificadas
ficou entre 86,2 a 97,5%. Os rendimentos variaram entre 0,09 a 0,16%, portanto, menor do que
no periodo chuvoso. A composi¢do quimica dos OEs também foi rica em sesquiterpenos nao
oxigenados biciclogermacreno (10,2 - 28,6%), E-cariofileno (4,2 - 20,2%) e eudesmadieno (2,3
-12,7%), além de sesquiterpenos oxigenados a-cadinol (1,2 —19,4%), espatulenol (1,4 - 15,9%)
e E-nerolidol (1,2 — 15,3%) (Tabela 10).



Tabela 9 - Constitui¢io quimica, Rendimento (%), Esqueleto de Carbonos (Esqueleto — C), Indice Ecolégico de Oxi-redugio dos 6leos essenciais
das folhas de Piper gaudichaudianum no ciclo circadiano (marg¢o de 2017).

Area Percentual Relativa (%) + DP

Esqueleto-C Substancias IRcal IRlit Estacdo Chuvosa (marco)
6:00h 9:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h
Mircano linalol 1095 1095 tr tr
Mentano limoneno 1024 1024 tr 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Mentano canfora 1141 1141  0,1+£0,0 0,8+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
Mentano a-terpineol 1186 1186 0,1+0,0 1,0+0,0 1,4+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Elemano d-elemeno 1335 1335 0,6+0,0  3,7+0,2 3,5+0,1 3,1+0,1 0,5£0,0  0,3+0,0 6,0+0,2
Cubebano a-cubebeno 1348 1348 tr 0,3+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,7+0,0 0,1+0,0 0,3+0,0
Mircano acetato de nerila 1359 1359 1,6+0,2 2,3+0,1 3,4+0,0 0,4+0,0 0,4+0,0
Copaano o-copaeno 1374 1374 2,2+0,2 1,6+0,1 2,1+0,1 4,1+0,2 4,4+0,1 1,3+0,1 1,6+0,2 4,3+0,1
ndo identificado (m/z 202 ) 1379 tr 2,1+0,0 1,2+0,2 0,2+0,0
Elemano B-elemeno 1389 1389 2,1+0,2 1,240,1 0,3£0,0 0,3£0,0 0,9+0,1 0,6+0,0 1,2+0,0 1,140,1
Cariofilano iso-cariofileno 1409 1409 0,2+0,0  0,3+0,0  0,4+0,0 1,2+0,0 1,5£0,0  0,1+0,0 tr 0,6+0,0
Cariofilano E-cariofileno 1419 1419 4,2#0,7 9,1+1,0 133+04 12,2+1,3 22,7+34 4,7¢1,21 1,3+0,3 3,910,1
Copaano B-copaeno 1430 1430 0,7£0,0  0,3+0,0  0,1+0,0  0,1+0,0  0,1£0,0  0,7+0,1 0,8+0,1 1,5+0,1
Aromadendrano  B-gurjuneno 1434 1434 0,5+0,1 0,3+0,0 0,1+0,0 2,0+0,0
Elemano y-elemeno 1437 1437 1,240,0 1,0+0,1 0,1+0,0 0,1+0,0 tr tr 0,4+0,0 0,4+0,0
Humulano B-humuleno 1436 1436 1,2+0,2 2,3+0,0 3,2+0,1 3,9+0,1 4,2+0,0 0,1+0,0 tr 0,5+0,1
Aromadendrano  aromadendreno 1438 1438 2,3+0,1 1,3+0,2 1,6+0,2 2,3+0,3 3,5+0,2 1,5+0,2 0,1+0,0 tr
Humulano a-humuleno 1452 1452 4,0£04 52+0,5 5,0+0,1 4,7¢0,1 5,4+0,3 1,3+0,2 0,6+0,8 3,4+04
Aromadendrano  allo-aromadendreno 1458 1458 1,9+0,0 0,3+0,0 0,2+0,0 0,5+0,1 0,4+0,1 1,2+0,1 1,3+0,0 1,9+0,1
Cadinano amorfa-4,7(11)-diene 1479 1479 0,3+0,0 0,1+0,1
Germacrano germacreno D 1480 1480 15+0,0 5,6+0,1 6,002 53+04 6,7¢05 1,100 0,55%#0,1 2,1+0,2

Eudesmano Z-eudesma-6,11-diene (eudesmadieno) 1489 1489 18,5+4,1 49+0,1 15+#0,2 3,4+05 4,8+0,1 19,332 21,7#43 16,1+1,3
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Eudesmano
Cadinano
Eudesmano
Biciclogermacrano
Cadinano
Cadinano
Eudesmano
Cadinano
Cadinano
Eremofilano
Cadinano
Germacrano
Cadinano
Farnesano
Aromadendrano
Cariofilano
Aromadendrano
Aromadendrano
Eudesmano
Eudesmano
Humulano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Eudesmano

Eudesmano

B-selineno
y-amorfeno
a-selineno
biciclogermacreno
a-muuroleno
v-cadineno
7-epi-a-selineno
4-cadineno
zonareno
y-vetiveneno
E-cadina-1,4-dieno
germacreno B
B-calacoreno
E-nerolidol
espatulenol

oxido de cariofileno
viridiflorol

ledol

rosifoliol
5-epi-7-epi-a-eudesmol
epoxido de humoleno 11
1,10-di-epi-cubenol
a-corocaleno
epi-a-muurolol
a-muurolol
B-eudesmol

a-eudesmol

1492
1495
1498
1500
1500
1513
1520
1522
1528
1531
1533
1559
1564
1561
1577
1582
1592
1602
1600
1607
1608
1618
1622
1640
1644
1650
1652

1492
1495
1498
1500
1500
1513
1520
1522
1528
1531
1533
1559
1564
1561
1577
1582
1592
1602
1600
1607
1608
1618
1622
1640
1644
1650
1652

15,7¢1,3 19,6+2,4

0,1+0,0
2,3+0,2
0,5+0,0
tr
tr
0,7+0,1
tr
0,6+0,0
7,1+0,2
2,7+0,2
4,3+0,1
1,4+0,1
tr

tr

1,3+0,2

0,2+0,1

tr
10,340,6
3,3£0,1
1,1+0,1

tr

0,3+0,1
0,4+0,0

3,0+0,1

0,2+0,0
0,4+0,0

19,4+1,3 19,67+1,4

tr
0,8+0,1
0,3+0,0

tr
14,2+0,4
4,4+0,2
1,1+0,1
1,7+0,2

0,120,0
0,3+0,0

4,0+0,2

0,3+0,0
tr

tr
0,3+0,0
3,2+0,6

tr
10,3+£0,6
4,9+0,2
1,3+0,1
2,0+0,1

0,120,0
0,120,0

4,6+0,2

0,2+0,0
0,1+0,0
0,2+0,0
19,1+1,5
tr
0,1+0,0
0,1+0,0
2,2+0,2
0,2+0,0
tr
tr
0,2+0,0
tr
6,1+0,2
4,3+0,8
1,3+0,2
1,0+0,1

0,120,0

0,8+0,1

13,3+1,2
0,9+0,0

1,0£0,1

0,3%0,2
8,30,1
2,103
0,4+0.1

1,0+0,1
0,6+0,0
2,3+0,2
1,3+0,0
0,3+0,0
2,3£0,0
1,0+0,2
0,4+0,0
0,6+0,0

14,0+2,1
0,9+0,0

1,4+0,2

10,9+0,8
2,240,1
1,240,1
0,2+0,0
2,0+0,3

1,2+0,2
1,5+0,0
2,6+0,1
2,3+0,2
0,9+0,1
0,8+0,1
1,0+0,1

14,9411
0,2+0,0

tr
6,0+0,4
0,4+0,0
0,2+0,0
0,8+0,0
0,1+0,0
0,8+0,1
0,5+0,0
5,0+0,4

1,1+0,1
2,0+0,1
0,8+0,1
0,7+0,2
1,0+0,2
1,0+0,1

0,8+0,1

2,3+0,2
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Cadinano a-cadinol 1652 1652 12,101 2301 12+0,1 02400 2,3%0,2 14,1+0,1 154+0,8 14,0+0,9

Cadinano Z-calamenen-10-ol 1660 1660 tr tr 0,1+0,0  0,3+£0,0
Cariofilano 14-hidroxi-Z-cariofileno 1666 1666 1,9£0,1 1,6+0,1 1,2+0,2 1,0+0,2 0,2+0,1 2,3+0,2 2,4+0,1 0,8+0,2
Cadinano cadaleno 1675 1675 0,2£0,0  2,0+0,0 1,3+0,0  0,4£0,0  0,3+0,0 0,3+0,0
Cadinano amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 1700 0,3+0,0 2,240,0  2,3+0,0  0,1+0,0
néo identificado (m/z 220) 1720 1720 1,2£0,0 1,1£0,0 ~ 0,3+0,0
Monoterpenos ndo oxigenados 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Monoterpenos oxigenados 0,2 1,6 2,3 3,4 2,4 1,8 0,4 0,6
Sesquiterpenos ndo oxigenados 60,1 57,7 57,9 63,2 78,1 48,3 48,7 63,0
Sesquiterpenos oxigenados 33,1 22,1 28,2 24,5 16,2 40,5 44,8 31,0
Outras substancias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Numero de substancias identificadas 40 28 33 34 43 38 38 43
Total de substancias quantificadas no 6leo essencial (%0) 93,9 84,5 91,9 94,3 97,0 90,9 93,9 99,4
Rendimento do OE (%) 0.23+0,03 0.09+0,02 0.10£0,01 0.14+0,02 0.13£0,02 0.17+0,01 0.12+0,02 0,10+0,02
IEOR -39 -4,8 -4,5 -4,5 -3,6 -3,7 -3,9 -3,7

Legenda: IRcal = Indice de retengo calculado (coluna HP-5MS); IRIit = indice de retengdo da literatura (Adams, 2007;2017); Principais constituintes em negrito. DP = desvio-

padrio. “Todas as substancias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. *indice Ecolégico de Oxi-redugio. OE — Oleo essencial; tr - Trago (valor
percentual menor que 0,05%).

108



Tabela 10 - Constitui¢cdo quimica, Rendimentos (%), Esqueleto de Carbonos (Esqueleto — C), Indice Ecolégico de Oxi-redugdo dos 6leos essenciais
das folhas no ciclo circadiano de Piper gaudichaudianum (outubro de 2017).

Esqueleto-C

Elemano
Cubebano
Mircano

Copaano

Elemano
Cariofilano
Cariofilano

Copaano

Aromadendrano

Elemano

Humulano

Aromadendrano

Humulano

Farnesano

Aromadendrano

Cadinano
Germacrano
Cadinano
Eudesmano

Eudesmano

Substancias®

d-elemeno

a-cubebeno

acetato de nerila
a-copaeno

ndo identificado (M/z 202)
B-elemeno

iso-cariofileno
E-cariofileno

B-copaeno

B-gurjuneno

y-elemeno

B-humuleno
aromadendreno
a-humuleno
E-B-farneseno
allo-aromadendreno
amorfa-4,7(11)-diene
germacreno D
a-amorfeno
Z-eudesma-6,11-dieno (eudesmadieno)

B-selineno

IRc

1335
1348
1359
1374
1379
1389
1409
1419
1430
1434
1437
1436
1438
1452
1454
1458
1479
1480
1483
1489
1492

IRIit

1335
1348
1359
1374

1389
1409
1419
1430
1434
1437
1436
1438
1452
1454
1458
1479
1480
1483
1489
1492

6:00h
0,6+0,1
0,1+0,0
2,340,0
5,1+£0,3

0,3+0,0
0,5+0,0
4,4+0,8
1,00,1

tr
3,4+0,0
3,2+0,1
4,3+0,7
1,0+0,0
1,2+0,0
0,3+0,1
2,3+0,0
0,3+0,0
6,5+0,2

tr

9:00h
3,2+0,1
0,5+0,1
3,2+0,0
6,3+0,1
0,2+0,0
tr
0,3+0,0
8,2+0,1
0,9+0,1

3,6+0,0
3,1+0,2
6,6+0,87

1,8+0,0
0,1+0,1
8,3+0,2
tr
2,3t0,4

12:00h
3,5+0,2

1,2+0,0
6,8+0.1
0,6=0,0
0,120,0
0,2+0,0
9,3%0,2
0,8+0,1

4,10,1
2,3+0,0
6,040,8
2,040,2

9,3+0,2

2,5+0,1

Estacéo Seca (Outubro)

3,1+0,2 0,5+0,1
0,2+0,1
0,1+0,0
7,1£0,5 5,4+0,1
0,3+0,0 tr
0,1£0,0  0,4+0,0
1,0+0,1 1,7+0,0
19,2+0,4 20,2£1,6
0,4+0,1 0,3+0,0
0,2+0,0  0,1+0,0
4,3£0,1 3,6+0,1
1,3£0,0  2,3+0,0
7,2+0,3 5,6+0,2
2,1£0,1 2,2+0,3
6,3t0,3  5,3+0,5
tr 0,1+0,0
45+0,1 3,5+0,1

Area Relativa (%) + DP

AR
0,3+0,0
tr

4,3+0,2

0,340,0
0,7+0,0
4,8+0,7
1,240,1

tr

tr
1,9+0,0
0,4%0,0

0,2+0,0
0,1£0,1
3,10,1
2,140,0
8,310,1
3.040,7

9,9+0,1
tr

4,2+0,1

0,6+0,0
0,1+0,0
4,4+0,9
1,0£0,1

tr

tr
1,0+0,1
0,1+0,0

0,3+0.1
0,2+0,1
3,540,2
1,3%0,0
12,7422
3,620.1

6,0+0,2
tr

1,2+0,0

4,3+0,1

1,3+0,0
0,8+0,0
4,2+0,1
1,2+0,1
0,3+0,0
tr
3,7+0,1
1,2+0,1
3,2+£0,0
1,2+0,0
2,3+0,1
tr
2,3+0,0
1,2+0,0
5,2+0,8
2,3+0,1
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Cadinano
Eudesmano
Biciclogermacrano
Cadinano
Cadinano
Eudesmano
Cadinano
Cadinano
Eudesmano
Germacrano
Cadinano
Farnesano
Farnesano
Aromadendrano
Aromadendrano
Aromadendrano
Eudesmano
Humulano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Eudesmano
Eudesmano
Cadinano
Cadinano
Cariofilano

Cadinano

y-amorfeno

a-selineno
biciclogermacreno
o-muuroleno
y-cadineno
7-epi-a-selineno
d-cadineno

a-cadineno
selina-3,7(11)-dieno
germacreno B
B-calacoreno
E-nerolidol
Z-nerolidol
espatulenol
viridiflorol

ledol
5-epi-7-epi-a-eudesmol
epoxido de humuleno II
a-corocaleno
epi-a-muurolol
a-muurolol

B-eudesmol
a-eudesmol

a-cadinol
Z-calamenen-10-ol
14-hidroxi-Z-Cariofileno
cadaleno

1495
1498
1500
1500
1513
1520
1522
1537
1545
1559
1564
1561
1531
1577
1592
1602
1607
1608
1622
1640
1644
1650
1652
1652
1660
1666
1675

1495
1498
1500
1500
1513
1520
1522
1537
1545
1559
1564
1561
1531
1577
1592
1602
1607
1608
1622
1640
1644
1650
1652
1652
1660
1666
1675

0,4+0,0
0,1+0,0
13,2+1,3

4,3+0,1
0,3+0,0

0,2+0,0
0,2+0,0
4,9+0,0
0,3+0,0
9,1+0,7
1,4+0,0

0,9+0,1
2,3+0,2

0,1+0,0

0,9+0,1

0,3+0,0

9,3+0,3

0,3+0,0
tr

tr

28,6%3,3

0,3+0,2

10,3+0,4
0,1+0,0

2,3+0,2

1,6+0,1

2,2+0,3

tr

26,8+4,3

0,5+0,1

0,4+0,0

15,310,6
0,7+0,0
1,4+0,1
1,8+0,2
0,3£0,0

1,2+0,3

0,1+0,0

tr

18,3+2,4

0,3+0,0

0,1+0,0

12,3+0,7

0,2+0,0
1,940,2
1,9+0,2
0,2+0,0

4,3+0,0

0,2+0,0

18,2+1,8

1,340,1

8,4+0,5
3,310,1

1,1£0,2
0,3+0,2

6,1+0,1

0,1+0,0

0,9+0,2
0,8+0,1
11,8+1,2
0,2+0,0
0,4+0,0
tr
4,6+0,0

3,2+0,2

10,30,7
1,8+0,2

19,4+0,2

tr
0,6+0,1

1,23+0,2
1,5+0,1
10,242,3
tr

tr
4,9+0,0

0,1+0,0

1,2+0,0

15,9101
2,1+0,3

10,240,2
tr
0,4+0,0
0,1£0,0

4,0+0,1
1,60,1
12,9422
tr

tr
5,5+0,1
0,2+0,0

0,2+0,0
0,1+0,0
4,2+0,1

9,0£0,2
1,240,1

tr
1,3+0,1

tr
0,1+0,1

9,1+0,2

0,8+0,1
tr

0,3+£0,0
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Cadinano amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 1700 tr tr

néo identificado (m/z 220) 1720 1720 0,4=0,0 1,240,0  1,3+0,0  1,9+0,0  0,940,0

Monoterpenos ndo oxigenados 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Monoterpenos oxigenados 2,3 3,2 1,2 0,1 0,0 0,0 0,0 1,2

Sesquiterpenos ndo oxigenados 53,0 71,2 71,5 73,3 70,1 49.6 51,0 60,0

Sesquiterpenos oxigenados 30,4 16,6 20,9 21,0 20,8 36,8 31,9 26,6

Outras substancias 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Numero de substancias identificadas 39 26 24 28 24 32 33 41

Total de substancias quantificadas no 6leo essencial (%0) 86,2 94,2 97,1 97,5 91,1 86,7 92,8 93,8
Rendimento do OE (%0) 0.14+0,02 0.11£+0,01 0.09+0,03 0.11+0,02 0.12+0,01 0.15+0,02 0.16+0,02 0.13+0,2

IEoR” -3,6 -5,7 -6,4 -6,0 -6,0 -4,2 -4,3 -3,6

Legenda: IRcalc = Indice de retengdo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retencdo de literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP = desvio
padrio. *Todas as substincias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. ®Indice Ecoldgico de Oxi-reducio. tr - Trago (valor percentual menor

que 0,05%).
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As médias mensais, o diagrama ombrotérmico e médias das 24 h de coleta
(representadas por intervalos de 3 em 3 h), correspondentes a normal climatologica dos fatores
ambientais para o acesso do Rio de Janeiro/RJ, estdo representados na figura 27. Os dados
evidenciaram que o espécime de P. gaudichaudianum se encontrava nos periodos chuvoso e
seco no intervalo selecionado para o estudo do ciclo circadiano, nos meses de margo e outubro

de 2017, respectivamente.

Figura 27 — Médias mensais, diagrama ombrotérmico ¢ médias das coletas das 24h (3 em 3 h)
correspondentes a normal climatoldgica dos fatores ambientais precipitacdo (mm),
umidade (%), radiacdo global (kJ/m?) e temperatura média (°C) da cidade do Rio de
Janeiro/RJ, no periodo de janeiro 2017 a janeiro de 2018 e nas quinzenas do més de

margo e outubro de 2017.
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média dos dias até a quinzena (transi¢do do dia 14 a 15) da coleta em cada més.

As variagdes nos rendimentos dos OEs das folhas dos dois periodos de coletas sdo
apresentadas na figura 28, que também demonstra uma comparacdo entre esses rendimentos
com a normal climatologica durante as 24 h de coleta nos meses de marco e outubro.

Os resultados referentes as analises de Pearson estdo descritos nas tabelas 11, 12 e 13.
A tabela 11 demonstra as correlagdes entre as classes quimicas, rendimentos e as substancias

majoritarias presentes nos OE com os fatores ambientais (radiacdo, umidade e temperatura)
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para o espécime nas duas estacOes estudadas. Na tabela 12 e 13 estdo apresentadas as
correlagdes entre as substancias dos OEs das estacdes chuvosa e seca, respectivamente.

O estudo do ritmo circadiano apresentou maiores rendimentos as 6h (0,23%) no més da
estacdo chuvosa (C) (Figura 28B) e as 00h (0,16%) no més da estagdo seca (S) (Figura 28C).
Houve diferenca estatistica entre as médias durante o transcurso do dia para cada estagdo
analisada (C: p<0.0001; S: p <0.0001), no entanto, comparando as médias dos rendimentos
entre as estagdes seca e chuvosa, nao existiu diferenga significativa (p=0.4833). Na figura 28 A2
¢ possivel observar um padrao de rendimento entre as amostras, ¢ entre essas ¢ as estagdes
analisadas. Para ambas as estagdes o periodo da noite (21h a 6h) demonstrou os maiores teores
de OE. Verificou-se que as médias dos rendimentos entre dia e noite, nas duas estagdes, tiveram
diferencas significativas (p=0.0351).

Nas analises de correlagdes de Pearson (rendimentos versus fatores ambientais), houve
forte correlagdo inversamente proporcional na estacao seca com a umidade relativa (r>= -0.887;
p=0.003), temperatura (r*>= -0.787; p=0.020) e radiacdo (r*=-0,862; p=0,006).

A figura 29 evidencia a distribui¢do, ao longo de 24 h, das classes quimicas presentes
nos OEs de P. gaudichaudianum em area normalizada (Figura 34A-B) e em porcentagem
(Figura 29C-D) para os meses de marco (Figura 29A e C) e outubro (Figura 29B e D).

Para o més de marco e outubro foi observado que, no periodo do dia (9:00h as 18:00 h),
existiu a predominancia de sesquiterpenos nao oxigenados, enquanto para o periodo de 21:00h
as 9:00h (noite), existiu um aumento significativo de sesquiterpenos oxigenados (Figura 34 C).
Nota-se que as duas estagdes destoam na propor¢ao de monoterpenos, no qual ha um aumento
desses terpenos das 9h as 21h em margo (estacdo chuvosa) e de 3h as 21h em outubro (estacao
seca). Nas correlacdes de Pearson observou-se que os valores tiveram maiores influéncia dos
fatores ambientais na estacdo seca. Os sesquiterpenos ndo oxigenados apresentaram valores
diretamente proporcionais em relacdo a umidade (r*=0,735; p =0,038), temperatura (r>= 0,791;

p=0,019) e radiagdo (r*=0,7624; p=0,028) (Tabela 11).
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Figura 28 — Rendimentos dos 6leos essenciais (%) obtidos das coletas de trés em trés horas,
comparando suas variagdes e distribuicdo didria no ciclo circadiano de Piper
gaudichaudianum silvestre com a normal climatologica dos fatores ambientais
umidade (%) e temperatura média (°C) no acesso do Rio de Janeiro/RJ, nos meses
de marco e outubro de 2017.
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Os resultados dispostos nas tabelas 11 e 12 asseveram que os teores percentuais de
sesquiterpenos ndo oxigenados apresentam nas duas estacdes uma correlacdo muito forte e
inversamente proporcional entre esses e sesquiterpenos oxigenados (C: r>=-0.854; p=0,070; S:
r’=0,9543; p=0,0001). Esse resultado ¢ esperado pelo fato de serem precursores biossintético
um do outro. Esses resultados caminham para a compreensao da produgdo biossintética de
conversao do pirofosfato de farnesila (FPP) estimulada pelos fatores abidticos. A

interconversao dos sesquiterpenos oxigenados pode ser medida de controle desta via.

Tabela 11 - Andlise de correlagdo de Pearson entre varidveis ambientais, rendimentos (%),
substancias majoritarias e classes quimicas dos 6leos essenciais do ciclo circadiano
de Piper gaudichaudianum silvestre do acesso de Rio de Janeiro/RJ (PMR), nos
meses de marco e de outubro de 2017.

Variaveis analisadas Umidade
Mar¢o Outubro Marco Outubro  Marco Outubro
Rendimento 0,478 -0,887%** -0,154 -0,787%* -0,394  -0,862%*
m .. -0,373 0,703* 0,347 0,588 0,855**  (0,861**
3 Biciclogermacreno
= . 0,292 -0,775* -0,260 -0,629 -0,916**  -0,635
® Eudesmadieno
5 } } *
g E-Cariofileno 0,598 0,535 0,311 0,724 0,676 0,324
2
< _ _ _ _ sk i *
E u-Cadinol 0,419 0,581 0,276 0,509 0,896 0,756
<
g 0,235 -0,850** -0,213 -0,826** -0,619 -0,766*
& | Espatulenol
E — skk kk kK *kek
2 | E-Nerolidol 0,097 0,911 0,474 0,871 0,956 0,915
» | Monoterpenos oxigenados -0,490 0,038 -0,029 -0,177 0,796** 0,313
[a]
Q
é . ~
.5 | Sesquiterpenos ndo -0,566 0,735% 20334 0,791* 0328  0,762%
S | oxigenados
5
53 Sesquiterpenos oxigenados 0,533 -0,588 0,008 -0,589 -0,588 -0,706*

Legenda: *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01; +OE — Oleo Essencial.
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Figura 29 — Distribuigdes das varia¢des das classes quimicas de 6leos essenciais de folhas de Piper
gaudichaudianum silvestre coletadas em margo e outubro de 2017, durante 24 h, em
intervalos de 3 em 3 h.
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Legenda: Variagdes das classes quimicas de 6leos essenciais em (A e B) area normalizada e (C e D) porcentagem.
Coletas realizadas em margo (A e C) e outubro (B e D) de 2017.

Nas figuras 30 e 31 sdo apresentadas as comparagoes das variagdes dos componentes
majoritarios dos OEs do espécime no ciclo circadiano, em compara¢do com a normal
climatoldgica nas 24 h das quinzenas dos meses de margo e outubro de 2017, respectivamente.

No més de marg¢o (chuvoso) (Figura 30), em relacdo aos OEs obtidos nos horéarios entre
9h a 15h, é possivel observar o aumento dos teores de biciclogermacreno e E-nerolidol. As 15h
os teores de E-cariofileno aumentam e os de E-nerolidol diminuem. No periodo da noite (21h
— 6h) ¢ possivel observar que eudesmadieno, a-cadinol e espatulenol registraram um aumento
pronunciado, inversamente proporcional (forte e significativo) entre si (Tabelas 12 e 13). No

entanto, a substancia majoritaria no OE ¢ o eudesmadieno.
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Figura 30 — Comparagdo das variagdes dos componentes majoritarios de 6leos essenciais do ciclo
circadiano de Piper gaudichaudianum silvestre com a normal climatologica dos fatores
ambientais temperatura (°C) e umidade (%) de marco de 2017 (chuvoso).
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Legenda: OE — Oleo Essencial.

No més da estacdo mais seca, outubro (Figura 31), o biciclogermacreno e E-nerolidol
apresentaram o mesmo padrao de teor percentual da estagdo chuvosa (margo), no entanto, os
teores de biciclogermacreno foram mais altos entre 6h -15h, decaindo logo em seguida. Os
teores de E-cariofileno na estacdo chuvosa apresentaram aumento quando comparado a estagao
seca para o horario das 15h, ocorrendo um decaimento apods as 18h, com a diminuigdo da
temperatura. O a-cadinol apresentou seu pico de teor percentual no horario de 00h e 21h, nos
periodos chuvoso e seco, respectivamente. O espatulenol e eudesmadieno apresentaram picos

de teor as 00h, em ambas as estagoes.

A figura 32 apresenta o grafico de Box plot comparativo entre as substincias
majoritarias nas estagdes chuvosa e seca. As médias dos teores no periodo mais seco foram
maiores que no chuvoso. No entanto, os efeitos entre periodo seco VS chuvoso, sob a

composi¢do, ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 31 — Comparagdo das variagdes dos componentes majoritarios de 6leos essenciais do ciclo
circadiano de Piper gaudichaudianum silvestre com a normal climatologica dos fatores
ambientais temperatura (°C) e umidade (%) de outubro de 2017 (seca).

30

N
w

N
o

Area normalizada - OE (%)
) &

0

6h 9
I Umidade (%)

—— E-Cariofileno (%)

Legenda: OE — Oleo Essencial.

12h 15h

ZZZ2 Temperatura média (°C)

= =-o-Cadinol (%)

18h 21h

e o eBiciclogermacreno (%)

—— E-Nerolidol (%)

Oh 3h

== Eudesmadieno (%)

Espatulenol (%)

120

100

80

60

B
o
Umidade (%) e Temperatura(°C)

N
o



Tabela 12 - Correlagdo simples entre os constituintes principais da estagdo chuvosa (marg¢o) de 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum silvestre.
Monoterpenos Sesquiterpenos Sesquiterpenos
oxigenados nao oxigenado oxigenados

Biciclogermacreno Eudesmadieno E-Cariofileno  a-Cadinol Espatulenol

Sesquiterpenos nao

. 0,366
oxigenados
Ses.qulterpenos 10,582 L0,854%
Oxigenados
Biciclogermacreno 0,698 0,594 -0,870*
Eudesmadieno -0,798* -0,554 0,843* -0,963**
E-Cariofileno 0,723* 0,800* -0,850%* 0,774% -0,810%*
a-Cadinol -0,808* -0,536 0,836* -0,981** 0,980%* -0,806*
Espatulenol -0,531 -0,654 0,906** -0,817* 0,843* -0,656 0,787*
E-Nerolidol 0,736* 0,277 -0,646 0,907* -0,946** 0,628 -0,932%%* -0,716*

Legenda: * Significante p<0.05 ** Significante p<0.01

Tabela 13 - Correlagdo simples entre os constituintes principais da estagdo seca (margo) de dleos essenciais de Piper gaudichaudianum silvestre
Dry Season (October)
Monoterpenos Sesquiterpenos ndo  Sesquiterpenos
oxigenados oxigenados oxigenados

Compound

Biciclogermacreno  Eudesmadieno E-Cariofileno a-Cadinol Espatulenol

Sesquiterpenos nao

. 0,168
oxigenados
Ses.qulterpenos 0381 L0,954%*
Oxigenados
Biciclogermacreno 0,524 0,818* -0,850%*
Eudesmadieno -0,446 -0,843* 0,822% -0,812*
E-Cariofileno -0,360 0,744* -0,610 0,337 -0,495
a-Cadinol -0,413 -0,857* 0,923** -0,795%* 0,680 -0,463
-0,271 -0,926** 0,851* -0,842* 0,944%* -0,673 0,723*
Espatulenol
. 0,211 0,898%* -0,806* 0,861** -0,823** 0,584 -0,797* -0,932%*
E-Nerolidol

Legenda: * Significante p<0.05 ** Significante p<0.01
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Figura 32- Analises de box plot das substancias majoritarias presentes no 6leo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum silvestre no estudo
do ritmo circadiano das 12h as 00h, durante as estagdes chuvosa (margo) e seca (outubro).
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Legenda: Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes usando o teste de Tukey (p <0,05).
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Os estudos de ACP e AAH foram aplicados as substancias das amostras de OEs do
estudo circadiano nos periodos chuvoso e seco (Figuras 33 e 34). O ACP apresentou variancia
total de 90,8% e os componentes principais (PC1 e PC2) tiveram valores proporcionais entre
si, 45,8% e 41,1%, respectivamente. O sistema axial bidimensional gerado pelo ACP (Figura
32) evidencia claramente a discriminac¢ao de dois grupos resultantes da variabilidade quimica:
Grupo | —rico em biciclogermacreno, eudesmadieno, a-cadinol e espatulenol; Grupo Il - rico
em biciclogermacreno, E-nerolidol e E-cariofileno. A AAH corroborou novamente com os
resultados do ACP, demonstrando a formacao desses dois grupos (distancia euclidiana de 51.0),
correlacionando essa diferenca entre o dia (9h as 18h) e a noite (21h as 6h) (Figura 38).
Analisando as variagdes em menor distancia euclidiana (26,1) foi possivel observar que no
periodo da noite (21h as 6h) houve distin¢do entre os periodos chuvoso (C) e seco (S), por
aumento dos teores de eudesmadieno no periodo seco.

Ao testar a hipotese observada na analise multivariada foram apreciadas diferencgas entre
os valores de variancia do dia vs noite (ANOVA pareada, F11,77=25,22, p<0,001), constatando
que esse conjunto de fatores (temperatura, umidade e radiacdo), que definem parametros dia e
noite, exerceram mais efeito sob a composi¢do quimica dos OEs do que as variacdes das
estacdes seca VS chuvosa.

As substancias ndo apresentaram diferengas significativas entre as duas estacdes. Foi
construido um grafico box plot com os valores encontrados ao longo da noite e do dia,
independente da estacdo do ano. Todas as substancias separadas quando comparadas entre si,
seguindo essa logica (dia vs noite), apresentaram diferencas significativas (p<0,001). A partir
dessa premissa pode-se observar padroes que estao representados na figura 40.

Em ambas as estagdes, a substancia biciclogermacreno exibiu constancia nos teores
percentuais, com baixa amplitude de variacdo ao longo do dia ou da noite, valores esses
diferentes entre si. O periodo diurno, em principio, elevou a média do teor (~21%) para essa
substancia (Tabelas 11 e 12, Figura 35).

No periodo da noite (21h as 6h), as substancias eudesmadieno, a-cadinol e espatulenol
apresentaram um aumento de até quatro vezes em relagdo aos teores encontrados de dia, com
uma relacdo diretamente proporcional entre si (Tabelas 12 e 13; Figura 35). No periodo do dia
(9h as 18h.) as substancias E-cariofileno e E-nerolidol tem seus teores acentuados, oposto ao
comportamento noturno. Curiosamente, a Gltima substancia citada tem seu pico de teor

percentual no horario de 00h. (Tabelas 11 e 12; Figuras 30 e 31)
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Figura 33 - Biplot (ACP) resultante da analise da composi¢do dos 6leos de folhas de Piper
gaudichaudianum durante os periodos chuvoso (C, margo) e seco (S, outubro), das

12h as 00h.
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Figura 34 - Dendrograma representando a relagdo de similaridade da composi¢do dos 6leos das folhas de Piper gaudichaudianum durante as
estacdes chuvosa (C, marco) e seca (S, setembro), das 12h as 00h.
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Figura 35 - Analise de box plot das principais substancias (%) presentes no 6leo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum no estudo do ritmo
circadiano dos dias (9h as 18h) e noturnos (21h as 6h), independentes das estagdes chuvosa e seca.

T T T T T T T T T T

28 a []pia

26 .

24 | T . Noite
]

22 ¢

d d
20 |
d
18 | —[ |
d bd

16

d
14 | n _l_

12 | ]
|

10 | J .

8 - l

Area normalizada - OE (%)

F

oNbdM O
3 [
.} -
o T
L [

% ’ % % <
% % % % T % % v % % 0§ 0§
T, % S °é® S, S, . . % % D D
% % 2 >, N A % 2 Z Z % %
< % % % % % ¥, <, %, %, % %
- . . o
‘é ?99 . . O/ 4/ % IQ" o’(& o/é ’%,.
90 o ofé 46 . i o’(& ®

. ) N 7

) 2 ® .
Z 0.
° %

Legenda: Médias seguidas de letras diferentes sdo significativamente diferentes usando o teste de Tukey (p <0,05). OE — 6leo essencial;
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4.2 Padro6es quimiofenético, quimiodiversidade e quimiogeograficos dos 6leos essenciais
de Piper gaudichaudianum.

4.2.1 Aspectos quimiofenéticos a partir dos esqueletos de carbono nos estudos sazonal e
circadiano de Piper gaudichaudianum

Nos estudos sazonal (Sz) e circadiano (Cc) as substancias identificadas e seus
respectivos teores percentuais foram agrupadas de acordo com seus respectivos esqueletos de
carbono (Tabelas 14 e 15). A partir de uma proposta biossintética foi possivel encontrar um
total de 19 esqueletos de carbono (Sz: 19; Cc: 15), sendo quatro (n=4) de monoterpenos e quinze
(n=15) de sesquiterpenos, que estdo relacionados nas figuras 36 e 37. Ademais, foi construido
outro mapa com os esqueletos do estudo do ritmo circadiano (Figura 37).

No estudo sazonal e circadiano observou-se, pelos percentuais médios, que os principais
esqueletos de carbono foram biciclogermacrano (Sz: 11,2 — 23,2%; Cc: 10,2 — 28,6%) >
aromadendrano (Sz: 2,1 — 19,3%; Cc: 5,0 — 19,3%) > eudesmano (Sz: 5,8 — 16,2%; Cc: 2,3 -
25,4%) > cadinano (Sz: 2,2 — 14,6%; Cc: 1,7 — 27,8%) e > farnesano (Sz: 3,3 — 22,9%; Cc: 0,0
— 16,1%). Os esqueletos com maior diversificacdo (maior nimero de substincias) foram
cadinano (Sz: 22; Cc: 18) > eudesmano (Sz: 12; Cc: 9) > aromadendrano (Sz: 8; Cc: 6) >
cariofilano (Sz: 8; Cc: 4). Foram feitas correlagdes entre fatores ambientais Vs esqueletos e entre
esqueletos Vs esqueletos, que sdo apresentados na tabela 16 para estudo sazonal e 17 e 18 para
o estudo circadiano (estagdes chuvosa e seca, respectivamente).

Foram observadas dinamicas biossintéticas na constru¢do de esqueletos de carbono ao
longo do ano (estudo sazonal) (Tabela 14 e Figura 36). Os esqueletos precursores pirofosfato
de geranila (monoterpenos) permaneceram em baixas porcentagens durante todo o ano.
Constata-se que a biossintese de esqueletos de carbono a partir desse precursor foi privilegiada
apenas nos periodos de floracao e de aumento da precipitacao, apos periodo de seca (r>=0,613,
p=0,01). No geral, existe desvio biossintético para formacdo de substincias a partir de
esqueletos das rotas interligadas ao precursor dos sesquiterpenos, ou seja, pirofosfato de
farnesila (r*=-0,898, p=0,0001).

Durante todo o ano, os derivados de germacrano apresentaram-se em altos teores
porcentuais, sugerindo-se que o pirofosfato de farnesila desloca-se com tendéncia para formar

substancias do esqueleto central (germacrano), em relacdo ao esqueleto de carbono que difere
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do esqueleto precursor (farnesano). No periodo reprodutivo (janeiro, fevereiro, novembro e
dezembro), a via biossintética em maior evidéncia foi a mesma do esqueleto precursor
farnesano, em alta teor percentual. Esse fato pode sugerir a hipotese de que o metabolismo
esteja direcionado para producdes de metabolitos basais, principalmente agucares,
disponibilizado como recurso de recompensa na polinizacdo, pois teoricamente esses
metabolitos, com esqueletos aciclicos, demandam menores gastos energéticos para sua
producdo. Essa evidéncia sera discutida na secdo Discussdo, juntamente com as hipoteses
sugeridas anteriormente relativas a fun¢do de E-nerolidol em P. gaudichaudianum.

Comparando os percentuais entre os esqueletos de carbono, constata-se que os de
substancias do tipo biciclogermacrano encontraram-se em alta durante o ano, sugerindo que o
precursor central germacrano leva a produg¢do desse sesquiterpeno. O aumento de
aromadendrano estd ligado a diminui¢do de germacrano (r*=-0,6852; p= 0,020), sugerindo que
a producao de substancias com esqueletos de carbono do tipo aromadendrano, que tem como
precursor o biciclogermacrano, fica condicionado ao deslocamento por consequéncia do
consumo, quase que total, de substratos com esqueleto de germacrano.

Outro resultado relevante foi observado que nos meses de agosto e setembro a rota que
leva a formacdo do biciclogermacreno foi atenuada quando a rota de cadinano foi favorecida.
Ao contrario, o favorecimento da rota para formag¢ao do biciclogermacreno desfavorece em até
duas vezes a rota para formagao de cadinano (que agrupa os esqueletos muurolano e amorfano).
As percentagens de esqueleto de cariofilano foram baixas em comparagdo as variagdes dos
outros esqueletos. No entanto, existe uma constancia para conversdo a partir do precursor
pirofosfato de farnesila durante o ano. O aumento do percentual do esqueleto tipo humulano
(r*=0,698; p=0,012) esta condicionado ao aumento de esqueleto de cariofilano. Esse achado ¢
facilmente comprovado pelo fato deste encontrar-se em uma mesma sequéncia quimica de
transformagdo. Substancias com os esqueletos do tipo elemano foram favorecidas nos meses de

maio a agosto (indices pluviométricos intermediarios).
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Figura 36 - Mapa biossintético de tipos de esqueleto de carbonos terpénicos presentes em oleos
essenciais dos estudos sazonal e circadiano de Piper gaudichaudianum silvestre
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Figura 37 - Mapa biossintético de tipos de esqueleto de carbonos terpénicos, com base na analise de 6leos essenciais foliares do estudo circadiano
de Piper gaudichaudianum
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No estudo circadiano foi observado que as dinamicas relacionadas a producao das
substancias, a partir dos esqueletos de carbono, foram marcadas pelo mesmo padrdo entre dia
a noite nas duas estacdes (Tabela 15, Figura 37).

Nas estacdes seca e chuvosa foi possivel registrar 12 e 15 esqueletos de carbono,
respectivamente. Os derivados de pirofosfato de geranila foram favorecidos na estagao chuvosa.
Nesta, apenas as substincias predecessoras de esqueleto de carbono de mircano foram
favorecidas no periodo da noite. Opostamente, na estacdo chuvosa foi observado que esse era
favorecido para o periodo do dia, pois no periodo da noite houve um desvio de rota biossintética
para mentano e canfano.

No periodo do dia, independentes das estagdes seca (S) ou chuvosa (C), para os
derivados de pirofosfato de farnesila, houve favorecimento das 9h as 03h para a formagao de
substancias com esqueletos semelhantes ao do precursor (farneseno), que demanda menor
energia para que a planta os produza. Esse fato pode ser justificado pela radiacdo incidente
sobre a planta (C: r*=0,956, p=0,001; S: r*==0,904, p=0,002). Nesse mesmo periodo o
deslocamento para producdo do esqueleto majoritario biciclogermacrano € constante e
relativamente maior na estagao seca, sendo que essa rota biossintética ¢ comumente ativa na
planta. Nos horarios das 03h as 04h houve deslocamento exclusivo para produgao de esqueleto
cariofilano (inclusive em relagdo ao esqueleto de carbono do majoritario biciclogermacrano).

Nos periodos noturnos (21h as 6h) houve desvio de rota biossintética do germacrano
para as rotas dos esqueletos de carbono do tipo cadinano e eudesmano. Além disso, foi
favorecido o deslocamento de biciclogermacrano para producdo de substincias de esqueletos
de carbono a partir de aromadendrano. Ambos os desvios biossintéticos justificam as reducdes
significativas dos percentuais do majoritario biciclogermacreno na composi¢ao dos OEs.

Com base nos resultados mencionados acima, € possivel postular que existe um
favorecimento diurno para biossintese de esqueletos aciclicos e monociclicos, que pleiteia
menores gastos energéticos para a construcao e especializacéo estrutural de producgéo. A noite
observou-se comportamento oposto, com favorecimento para a producdo de esqueletos
biciclicos e triciclicos, que demandam maiores gastos energeticos na construgdo e

especializago estrutural de producéo.



Tabela 14 - Porcentagens de ocorréncia dos esqueletos de carbonos dos componentes do 6leo essencial de Piper gaudichaudianum silvestre no
estudo sazonal durante 12 meses (janeiro a dezembro de 2017).

Porcentagem de Ocorréncia (%)

Esqueleto-C
Jun Jul Ago

Aromadendrano 10,9 6,4 12,9 12,1 2,1 13,1 5,7 14,8 10,1 9,0 13,3 19,3
Biciclogermacrano 12,2 17,0 16,9 18,1 20,3 19,3 15,3 12,3 11,2 20,2 23,2 12,1
Bisabolano - 0,2 0,9 - - - tr - - tr 0,1 -
Bourbonano - 0,1 0,1 tr - - - - 0,1 - - -
Cadinano 18,5 11,5 7,2 2,2 7,0 7,0 10,0 15,3 19,7 12,1 114 6,5
Cariofilano 6,1 10,8 10,1 6,9 7,7 11,8 12,5 5,6 8,7 10,4 7,0 5,5
Canfano 0,1 0,1 5,0 5,2 5,1 - - - - - - tr
Copaano - 1,9 1,6 - 5,7 - 9,6 8,5 7,2 8,2 2,7 5,3
Cubebano - 0,2 tr - 1,2 - 0,4 5,6 3,4 1,2 2,9
Elemano 3,6 1,3 9,0 5,6 10,2 10,5 10,6 12,4 5,4 3,2 6,3 9,9
Eremofilano tr 2,8 tr 0,4 - - tr tr tr - - -
Eudesmano 11,9 7,6 10,8 13,7 16,1 15,4 12,1 14,5 16,2 8,6 5,8 11,0
Farnesano 17,9 229 6,3 5,8 4,3 4,2 3,8 4,6 43 5,3 10,3 17,3
Germacrano 0,5 9,9 5,9 8,01 11,0 3,6 9,0 4,2 34 11,6 6,7 6,5
Guaiane 0,2 0,5 - - - - - 1,6 - - 2,1 3,2
Humulano 5,1 4,2 7,2 3,9 2,3 6,5 6,6 4.4 5,5 7,6 1,4 0,8
Mentano 0,6 - 1,2 6,3 2,1 tr - - - - - tr
Mircano 6,3 - 1,2 5,8 2.8 tr 0,5 - - - 0,3 -
Pinano 0,6 0,7 0,7 0,4 - - - - - - - -

Legenda: Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul—julho; Agos-agosto; Set—setembro; Out—outubro; Nov-
novembro; Dez-dezembro; tr - Trago (valor percentual menor que 0,05%).
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Tabela 15 - Porcentagens de ocorréncia dos esqueletos de carbono dos componentes do 6leo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum
silvestre no estudo circadiano, durante as estagdes chuvosa (C, mar¢o) e seca (S, outubro), das 12h as 00h.
Porcentagem de Ocorréncia (%

Esqueleto-C Estacéo chuvosa (Marco Estacéo Seca (Outubro
15h 18h 00h 03h 06h 09h 15h 18h

Aromadendrano 17,4 5,0 7,9 10,1 9,3 11,5 13,8 12,1 15,0 8,8 7,8 7,7 94 14,2 19,3 14,0
Biciclogermacrano 15,8 19,6 19,4 19,7 19,1 13,3 14,0 14,9 13,2 28,6 26,8 18,3 18,2 11,8 10,2 12,9
Cadinano 15,5 53 3.8 42 5,7 233 27,5 25,0 15,7 2,7 1,7 4,7 7,5 27,8 18,1 21,4
Canfano 0,1 - - - 0,8 0,2 0,1 - - - - - - - - -

Cariofilano 9,1 12,2 16,0 15,8 25,7 9,3 6,0 53 4,9 8,6 9,6 20,4 22,0 6,0 5,0 5,1
Copaano 2,9 2,0 22 43 4,5 1,9 23 5,8 6,1 7,2 7,5 7,6 5.8 5,6 52 5,6
Cubebano 0,0 0,3 0,3 0,2 0,7 0,1 0,3 0,1 0,5 0,2 0,0 0,0 0,0
Elemano 3,9 5.4 3,9 3,5 1,4 1,0 1,7 7,6 0,9 3,2 3,6 32 0,9 0,7 10,4 7.4
Eremofilano - - - - - - - 0,2 - - - - - - - -

Eudesmano 19,9 8,0 6,5 8,7 6,1 21,9 25,4 19,8 8,7 23 29 4,6 3,5 12,3 17,8 9,2
Farnesano 0,6 10,3 14,2 10,3 6,1 0,3 0,0 0,5 6,2 10,4 16,1 12,5 8,4 32 1,2 5,5
Germacrano 2,1 5,7 6,0 53 6,9 1,1 0,5 22 2,6 8,3 9,3 6,3 53 3,1 35 2,5
Humulano 53 7,5 8,2 8,5 9,6 3.8 1,9 5,0 10,1 10,2 10,1 11,6 8,9 0,5 0,1 8,2
Mentano 0,2 - - - 1,9 1,8 0,3 0,1 - - - - - - - -

Mircano 0,0 1,6 23 3,5 0,4 0,0 0,0 0,5 23 3,2 1,2 0,1 - - - 1,2
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Tabela 16 - Correlagdo simples entre os fatores ambientais e os esqueletos de carbono presentes nos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum
silvestre do estudo sazonal.

Derivados de Derivados

Aromadendrano  Biciclogermacrano  Cadinano  Cariofilano Elemano Eudesmano Farnesano Germacrano Humulano Epp de GPP
Biciclogermacrano 0,315
Cadinano -0,067 -0,495
Cariofilano -0,393 0,299 -0,124
Elemano 0,200 -0,113 -0,294 -0,080
Eudesmano -0,047 -0,388 0,011 -0,071 0,506
Farnesano 0,070 0,211 0,142 -0,234 -0,540 -0,546
Germacrano -0,581%* 0,557 -0,485 0,333 -0,121 -0,301 -0,097
Humulano -0,077 -0,057 0,198 0,698%* -0,105 0,138 -0,397 -0,065
Derivados de
pirofosfato de 0,039
farnesila -0,046 -0,295 0,481 0,269 -0,158 0,089 0,125 0,178
Derivados de
pirofosfato de -0,097
geranila -0,100 0,154 0,476 -0,270 0,256 -0,106 0,075 -0,086 -0,898**
Precipitagdo (mm) 0,534 0,136 -0,574 -0,159 0,120 -0,065 0,177 -0,064 0,120 -0,599* 0,613*
Temperatura (°C) 0,140 -0,043 -0,031 -0,105 -0,503 0,476 0,742%* -0,180 -0,042 0,261 0,277
Umidade (%) 0,202 0,228 -0,652* -0,053 0,509 0,178 -0,439 0,450 -0,232 0,039 0,065

Legenda: FPP = pirofosfato de farnesila; GPP = pirofosfato de geranila; * Significante p<0,05 ** Significante p<0,01
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Tabela 17 - Correlagdo simples entre os fatores ambientais e os esqueletos de carbono presentes nos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum

silvestre obtidos da esta¢ao chuvosa (margo) do estudo circadiano.
Derivados  Derivados de

Aromadendrano  Biciclogermacrano Cadinano Cariofilano Elemano Eudesmano Farnesano Germacrano Humulano

de FPP GPP
Biciclogermacrano -0,682
Cadinano 0,630 -0,967**
Cariofilano -0,478 0,742%* -0,784%*
Elemano -0,144 0,169 -0,039 -0,361
Eudesmano 0,754% -0,965%* 0,960%** -0,826%* -0,106
Farnesano -0,771%* 0,907** -0,898** 0,592 0,142 -0,900**
Germacrano -0,724%* 0,959%%* -0,943%* 0,856%* 0,096 -0,994** 0,859%*%*
Humulano -0,603 0,926** -0,934** 0,858%** 0,117 -0,967** 0,791* 0,972%%*
Derivados de
pirofosfato de 0,610 -0,381 0,466 -0,101 0,088 0,371 -0,535 -0,303 -0,203
farnesila
Derivados de
pirofosfato de -0,567 0,673 -0,736* 0,837%* -0,439 -0,749* 0,666 0,727* 0,741* -0,295
geranila
Umidade (%) 0,028 -0,373 0,474 -0,679 0,465 0,395 -0,098 -0,419 -0,526 0,078 -0,634
Temperatura (°C) -0,211 0,348 -0,277 -0,341 0,558 -0,165 0,475 0,109 0,044 -0,458 -0,194
Radiagdo (KJ/m?) -0,623 0,855%* -0,860%** 0,649 0,022 -0,858** 0,956%* 0,822%%* 0,786* -0,335 0,734*

Legenda: FPP = pirofosfato de farnesila; GPP = pirofosfato de geranila; * Significante p<0,05 ** Significante p<0,01
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Tabela 18 - Correlagdo simples entre os fatores ambientais e os esqueletos de carbono presentes nos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum

silvestre obtidos da estac¢ao seca (outubro) do estudo circadiano.
Aromadendr Biciclogermacr Cadina Cariofila Copaa Elema Eudesma Farnesa Germacra Humula Derivadosde  Derivados de

ano ano no no no no no no no no FPP GPP
Biciclogermacrano -0,820%*
Cadinano 0,791* -0,857**
Cariofilano -0,681 0,299 -0,572
Copaano -0,832%* 0,815%* 0 81_8** 0,378
Elemano 0,519 0,274 0,168  -0373  -0307
Eudesmano 0,948+ -0,839%* 0,800%* 0,582  -0,765* 0,557
- *
Farnesano 10,913%* 0,845%* ogeys 0497 0’930 20,344 -0,875%*
- *
Germacrano -0,803* 0,948+ oggors 0390 0’836 20,168  -0,738**  0,863**
Humulano -0,755% 0,628 20,744% 0462 0,727% -0372 -0,866%*% 0,791%* 0,506
g:‘evsﬁos de pirofosfato de -0,559 0,471 20,622 0480 0,603 0364  -0392 0,641 0,630 0,382
gDeir;:ﬁgOS de pirofosfato de -0,175 0,524 0319 -0393 0364 -0,153  -0,403 0,263 0,279 0,498 0,207
Umidade (%) -0,855%* 0,703 20,683 0,513 0,736% -0496 -0,797*  0,915%%  0,747* 0,620 0,483 0,038
*
Temperatura (°C) -0,875%* 0,588 0,658 0,705 0’833 20,374 0,692 0,840%% 0,706 0,546 0,707* 0,178
- *
Radiacio (KJ/m?) 0,771% 0,862%* 0gigsx 0279 0’934 20,123 0,679  0,904%*  0,924** 0,578 0,693 0,313

Legenda: FPP = pirofosfato de farnesila; GPP = pirofosfato de geranila; * Significante p<0,05 ** Significante p<0,01
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4.2.2 Impacto oxi-redutor em diferentes escalas temporais nos 6leos essenciais de Piper
gaudichaudianum

Nos estudos circadiano e sazonal, as substancias foram analisadas em relagdo aos seus
numeros de oxidacdo (Nox), seguindo as regras de Hendrickson-Cram-Hammond e passos
oxidativos (PO). As estruturas com os respectivos Nox e PO estao representadas na figura 38.
As propostas de biossintese para os calculos de PO estdo apresentadas para os monoterpenos
na figura 39; para os sesquiterpenos derivados de esqueletos de germacrano, cariofileno,
amorfano, elemano e bourbonano na figura 40; para os derivados de esqueletos de cadinano e
copaano na figura 41; e para os derivados de esqueletos de eudesmano, eremofilano,
biciclogermacrano e aromadandrano na figura 42.

As substancias apresentaram Nox que variaram entre -10 a -38. Os monoterpenos
registraram Nox entre -16 e -10. Apenas o monoterpeno biciclico canfora apresentou o maior
Nox de -10, entre os resultados dos estudos circadiano e sazonal. Com relagdo aos
sesquiterpenos, os valores de Nox encontram-se entre -24 ¢ -16. Nesse tipo de terpeno o maior
Nox foi registrado para o cadaleno (-16). No entanto, a maioria das substancias terpénicas com
maiores valores de Nox encontram-se em teores percentuais diminutos.

Na construcdo das propostas de biossinteses para monoterpenos e sesquiterpenos
(Figuras 39 a 42) dos OEs, os passos oxidativos foram evidenciados e € possivel de registrar a
ndo existéncia de avancos oxidativos progressivos, quando se compara percursor € produtos.
Portanto, a comparac¢ao dos valores de Nox e de PO do precursor e dos produtos, tanto no estudo
sazonal quanto no ciclo circadiano, mostrou que ndo ha alteragdo relevante, pois esse modelo
de andlise ndo leva em consideracdo a quantidade das substancias em estudo. Esse modelo
estatico de analise ndo € per se aplicavel ao estudo de misturas complexas. No entanto, algumas
rotas oxidativas sdo favorecidas para formac¢do de 6xidos e cetonas. Essas substancias (epoxido
de humoleno, canfora e outros) apresentam-se em menores teores percentuais, portanto, nao

contribuem para o passo oxidativo total da rota biossintética.



Figura 38 -

136

Estruturas dos derivados terpénicos (monoterpenoides e sesquiterpenos) e
hidrocarbonetos nao terpénicos identificados nos oOleos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre com seus respectivos nimeros de oxida¢do (Nox) e
os valores dos passos de oxidacdo (PO) dos precursores quimicos do tipo de

terpeno. (Continua)
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Figura 38 — Continuacao
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Figura 38 — Continuacao
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Figura 38 — Continuacao
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Figura 38 — Continuacao
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Figura 39 - Proposta de biossintese da formagao de monoterpenos presentes nos 6leos essenciais
de Piper gaudichaudianum silvestre utilizado para calcular os Passos Oxidativos
(PO) de cada substancia.

Fosfato de geranila LPP NPP




Figura 40 - Proposta de biossintese da formacao de sesquiterpenos (germacrano, cariofileno, amorfano, elemano e bourbonano) presentes nos 6leos
essenciais de Piper gaudichaudianum silvestre utilizado para calcular os Passos Oxidativos (PO) de cada substancia.
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Figura 41 - Proposta de biossintese da formagao de sesquiterpenos (cadinano e copaano) presentes nos 6leos essenciais de Piper gaudichaudianum
silvestre utilizado para calcular os Passos Oxidativos (PO) de cada substancia.
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Figura 42 - Proposta de biossintese da formacao de sesquiterpenos (eudesmano, eremofilano,
biciclogermacrano e aromadandrano) presentes nos Oleos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre utilizado para calcular os Passos Oxidativos (PO) de
cada substancia.

Os resultados dos calculos de Indice Ecologico de Oxi-redugdo (IEor) ou Indice de
Ramos & Moreira dos estudos sazonal e circadiano a partir dos OEs de P. gaudichaudianum
estdo apresentados nas tabelas 6, 9 e 10. Na tabela 19 estdo apresentadas as correlagcdes de
Pearson entre os fatores ambientais e os valores do IEor obtidos das misturas dos OEs dos

estudos sazonal e circadiano.
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Foi possivel observar variagdes entre -6,4 a -3,6 nos estudos (Sazonal: -5,6 a -3,6;
Circadiano: -6,4 a -3,6). A variagdo anual de IEor (janeiro a dezembro de 2017) comparada
com os fatores ambientais (precipitagdo, umidade e temperatura média) esta apresentada na
Figura 43. A variagao de IEor ao longo do ano apresentou diferencga significativa (p > 0,01).
Nota-se que o periodo reprodutivo (janeiro, fevereiro, novembro e dezembro) coincidiu com os
maiores valores de IEor (maior oxidac¢do). Apos os periodos com elevados niveis
pluviométricos os valores IEor apresentam uma reducgdo relevante (maior redugdo). Nesse
mesmo periodo ocorreram oxidacdo na diversidade de substancias presente nos OE nas
amostras (Tabela 6). No entanto, os resultados da correlagcdo de Pearson para a variagdo anual
ndo apresentaram valores significativos (p > 0,05), mas denotam tendéncias adaptativas do
espécime no espago.

Na Figura 44 (grafico Radar) ¢ apresentada a variacdo dos valores do IEor obtidos para
os OEs do estudo circadiano. Ao analisar os resultados foram observados que os valores médios
apresentaram diferenca significativa durante os dias (em outubro e margo) e entre os periodos
(p =0,05). A média do periodo seco (outubro) (S: -6,4 a -3,6) foi maior que o chuvoso (marg¢o)
(C: -4,8 a -3,6). As misturas das substancias presentes nos OE apresentaram uma maior
reducdo durante os dias (C: -4,8 a -3,7; S: -6,4 a -4,2) e maior oxidacéo a noite (C: -3,9 a -
3,7;S:-4,3 a-3,6). Na analise de Pearson foi possivel observar correlagdes significativas fortes

entre o [Eor € umidade relativa, precipitacao e radiagao.
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Figura 43 - Comparagdes das variagdes do Indice Ecolégico de Oxi-reducdo (IEor) ou indice
de Ramos & Moreira obtido a partir da composi¢do de 6leos essenciais de Piper
gaudichaudianum silvestre e suas relagdes com as médias mensais dos fatores
ambientais precipitacdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C) no periodo
de janeiro de 2017 a dezembro de 2017.
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Tabela 19 — Analise da correlacdo de Pearson entre variaveis ambientais e os valores obtidos dos
Indice Ecoloégicos de Oxi-reducdo do estudo sazonal (anual) e estudo circadiano
(marco e outubro) de Piper gaudichaudianum silvestre.

Variavel Periodo indice Ecoldgico de Oxi-redugéo
Anual -0,362
Umidade (%)
marcgo -0,080
outubro -0,762%*
Anual 0,520
Temperatura (°C) margo -0,823%*
outubro -0,809**
) margo -0,649*
Radiagdo (KJm™)
outubro -0,776%*
Precipitacdes (mm) Anual -0,143

Legenda - *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01;
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Figura 44 - Representagdo do grafico de radar do Indice Ecologico de Oxi-reducdo (IEor) ou
ndice de Ramos & Moreira obtido para o 6leo essencial das folhas de Piper
gaudichaudianum silvestre no estudo do ritmo circadiano das 12h as 00h, durante
as estacoes de marco (chuvoso) e outubro (seco).
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Essas mudancas oxidativas levam a alteragdes nas estruturas quimicas dos esqueletos
de carbono? O oposto serd verdade? Ou seja, serd que as diversificagdes em nimero de
substancias por esqueletos de carbono durante os periodos analisados (estudo sazonal e
circadiano) levam ao aumento da oxidacao ou redu¢do das substancias dos OEs foliares de
Piper gaudichaudianum?

Os ntimeros de substancias em cada esqueleto de carbono e os valores de Nog, obtidos
dos estudos sazonais e circadianos nao produziram distribui¢cdes normais (teste de Kolmogorov-
Smimov). Assim, para a correlagdo entre esses foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Spearman. O grafico de correlagdo (dispersao) estd apresentado na figura 45. Foi possivel
observar uma correlacao inversamente proporcional significativa entre os parametros testados,
sugerindo que a diversificagdo em esqueleto ¢ acompanhada pelo aumento do nivel de oxidagao

ponderado (Nor) das substancias. No entanto, o grafico de dispersdo (Figura 45) mostra
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claramente que a diversificagdo/aumento da oxidacdo ndo acontece de maneira homogénea.
Essa influéncia estd diretamente ligada a rota biossintética. Por exemplo, o biciclogermacrano
sO possui uma substancia membro, sendo assim, as variagdes quantitativas ponderadas levam
ao seu aumento oxidativo. No entanto, essa substidncia ¢ intermediaria biogénica para as
substancias presentes no esqueleto aromadendrano. Consequentemente, esse ultimo apresentou
maior padrio de diversificagdo de maneira compensatoria. Mesmo fato foi observado para

germacrano em relacao ao cadinano e eudesmano.

Figura 45 - Correlagdo entre nimero das substancias para esqueleto de carbono e niveis de oxi-
redugdo ponderada (Nor) para esqueleto de carbono obtido do 6leo essencial de
folhas de Piper gaudichaudianum silvestre nos estudos de ritmo sazonal e

circadiano.
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4.2.3 Aspectos de quimiodiversidade e quimiogeografico em Piper gaudichaudianum silvestre

Com base nos dados obtidos neste estudo e nos disponiveis na literatura foi compilado
um total de 60 composigdes (Apéndice A) de OEs de folhas de P. gaudichaudianum. Os dados
foram processados e analisados por ACP e AAH e estdo apresentados na Figuras 46 e 47,
respectivamente.

Para comportar de maneira mais ajustada o conjunto de dados, o ACP foi dimensionado
em trés eixos, com uma variancia total de 69,6%, no PC1 (32,0 %), PC2 (26,3 %) e no PC3
(11,3%). A partir desses dados foi possivel observar a separagao inicial de dois grupos (Figura
46): Grupo | — Com menor variabilidade e com predominancia da via do chiquimato com
carga positivo no eixos PC1 e PC3 e negativa no PC2 (dilapiol); e Grupo Il — Com maior
variabilidade e com predominancia das vias do acetato-mevalonato (MEV) e metileritritol-
fosfato (MEP), principalmente, derivados de pirofosfato de farnesila, com cargas distribuidas
opostamente ao grupo anterior (o-humuleno, E-cariofileno, &-cadineno, 1-epi-cubenol,
longipinanol, viridiflorol, germacreno B e biciclogermacreno). As substincias que mais
contribuiram para a separacdo dos grupos no PCl e PC2 com carga negativa foram
biciclogermacreno (-20,3) e dilapiol (-23,4), respectivamente. Apesar de a andlise indicar os
quimiotipos, o PC3 foi responsavel pelas variagdes menores entre as amostras, mas por si sO
ndo justifica a existéncia de todos os componentes principais das amostras. Os valores
encontrados foram muito proximos entre si. Analise por AAH (Figura 47) evidenciou maiores
taxas de similaridade, confirmando a separagao dos grupos determinados no ACP. A partir da
analise do ACP e AAH, juntas, foi possivel definir nove (n=9) possiveis quimiotipos diferentes
para P. gaudichaudianum. O quimiotipo | - 3-cadineno, com uma amostra (PR2) (BERNUCI
et al., 2016); O quimiotipo Il - 1-epi-cubenol, com duas amostras (PR3 — 1; PR6) (KRINSKI
et al., 2018; SOUZA et al., 2020); O quimiotipo I11 - longipinanol, com uma amostra (PR2)
(KRINSKI et al., 2016); O quimiotipo IV - viridiflorol, com uma amostra (RO) (MORALIS et
al., 2007); O quimiotipo V - a-humuleno, com trés amostras (SP1-1 ¢ 2 e RS2) (VON POSER
et al., 1994; ANDRADE et al. , 1998); O quimiotipo VI - E-carofileno, com trés amostras
(PR3 —2 e PR5 — 1 a2) (KRINSKI et al., 2018; QUIQUI et al., 2019); O quimiotipo VII -
germacreno B, com trés amostras (PR4, PR7 ¢ SC) (CHAABAN et al., 2018; SILVA et al.,
2019; SILVA et al., 2020); O quimiotipo VIII dilapiol, dezesseis amostras (RS1 — 1 a 16)
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(SCHINDLER; HEINZMANN, 2017) e; O quimiotipo IX — biciclogermacreno com trinta
amostras (RS3, RS4 e deste estudo (RJ1- 1 a 28)). A estrutura quimica das substancias que
definem cada quimiotipo esta apresentada na Figura 48. As amostras RS3 e RS4 apresentaram
elevados teores de E-nerolidol (22,6 — 24,4%) e a-humuleno (21,3-21,3%) e baixos teores de
biciclogermacreno (7,4-13,2%). Esse fato levou ao agrupamento da amostra nesse quimiotipo
(biciclogermacreno). Embora ndo possamos descartar os vieses negativos em torno dos erros
de coletas (horarios, estagdo do ano, fenologia, entre outros), transportes, identificacoes,
quantifica¢des ou detecgdo de substancias, ¢ improvavel que afete significativamente o cluster
do dilapiol, biciclogermacreno, germacreno B e E-cariofileno por ser identificado por grupos
de pesquisas diferentes e desenho investigativo diferente. Esse fato demonstra claramente a alta
capacidade de resposta plastica quimica observada para OEs de P. gaudichaudianum aos fatores

edafoclimaticos e bioticos.

Figura 46 - Triplot (ACP) resultante da analise da composigdo de 60 6leos essenciais das folhas
de Piper gaudichaudianum obtida neste estudo ¢ de dados da literatura.
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Figura 47 - Dendrograma representando a relacdo de similaridade da composi¢do de 60 6leos essenciais de folhas de Piper gaudichaudianum
obtidos neste estudo e da literatura.
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Legenda: Este estudo (estudo sazonal - RJ1-12; estudo circadiano - RJ13-29) e no banco de dados da literatura (RO (MORAIS et al., 2007); RS 1 - 1 a 16 (SCHINDLER;
HEINZMANN, 2017); RS2 (VON POSER et al., 1994); RS3 (PERES et al., 2009); RS4 (SPEROTTO et al., 2013); SC (CHAABAN et al., 2018); SP1- 1 a 2
(ANDRADE et al. , 1998); PR1 (KRINSKI et al., 2016); PR2 (BERNUCI et al., 2016); PR3 -1 a 2 (KRINSKI et al., 2018); PR4 (SILVA et al., 2019); PR5-1a2
(QUIQUI et al., 2019); PR6 (SOUZA et al., 2020) e; PR7 (SOUZA et al., 2020).
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Figura 48 — Estruturas quimicas das substancias que definem os quimiotipos de 6leos essenciais
de Piper gaudichaudianum silvestre.
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Realizando uma abordagem Quimiogeografica os quimiotipos foram distribuidos no
mapa do Brasil (Figura 49). Hachurado de verde sdo as areas de ocorréncia das espécies
segundo o Guimardes e colaboradores (2021b). Foi observado que as amostras encontradas e
analisadas se concentraram mais ao Sul do Brasil (Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Rio
Grande do Sul), exceto uma amostra de Rondonia (Norte), que teve ocorréncia em area nao
hachurada. Constata-se que a maioria das amostras apresentaram elevados teores de
sesquiterpenos ndo oxigenados (8,3 — 81,5%) em ralagdo as outros tipos de terpenos e classes
de metabolitos. Opostamente, destacamos que as produgdes dos monoterpenos ndo sao
preferenciais na biossintese a partir do pirofosfato de geranila, e sim, como percursor para
formacdo do pirofosfato de farnesila. Detectam-se apenas amostras no Estado do Parand com
teores significativas de monoterpenos (7,1-22,8%). As amostras mais ao Sul do Brasil

apresentaram teores elevados de substancias derivados da via do chiquimato, dilapiol (70,5-
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57,8% - RS1-1 - 16) e miristicina (15,2% - PR6). Descrevemos aqui a necessidade de avaliagdes
mais profundas em diferentes escalas temporais para todas as amostras do Estado do Parana,
pois esse estudo langa luz sobre a enorme plasticidade quimica apresentada por P.
gaudichaudianum, indicando que essas venham a apresentar ndo uma varia¢do quimiotipica, e
sim, variagdo plastica do fenotipo.

Nos OEs obtidos de hidrodestilagao foliar de P. gaudichaudianum da literatura ¢ deste
estudo foram observados trinta e um (n=31) tipos de esqueletos de carbono, sendo um (n=1)
derivado Ce.C3 (miristicina, eugenol e dilapiol) (alquilbenzeno); um (n=1) derivado de acido
benzoico Cs-Cs (benzoato de benzila); um (n=1) cromeno (eupatoriocromeno), além de vinte e
oitos (n=21) derivados das vias MEP e MEV, principalmente, precursores de pirofosfato de
farnesila. Para os derivados terpénicos foi realizada uma proposta de mapa biossintético, que
esta apresentado na Figura 50.

Os esqueletos de carbonos (via MEP e MEV) com maiores ocorréncias qualitativas
(presenga e auséncia) foram cariofilano (n= 58), aromadendrano (n=56), humulano (n=56) ¢
germacrano (n=55). A maior tendéncia biossintética para as rotas na produ¢do de esqueletos de
carbonos humulano e cariofilano ¢ constatada qualitativa e quantitativamente nas amostras
(n=59). Exceto a amostra PR1 que foi favorecida na producdo de esqueleto de carbono
longipinano (triciclico), estruturalmente mais complexo que humulano, que ¢ o esqueleto
precursor.

Foi realizada correlacdo de Pearson entre os teores das substancias por esqueleto de
carbonos, a latitude (Lt) e longitude (Lg), obtidas dos dados da literatura e deste estudo. Foi
observado que houve aumentos significativos (p < 0,05) e diretamente proporcionais desses
parametros com os valores quantitativos das substancias com esqueleto de carbono germacrano
(Lt: >=0,563; Lg: r>=0,578), biciclogermacreno (Lt: 1= 0,572; Lg: 1>=0,793) e aromadendrano
(Lt: = 0,532; Lg: r= 0,508). Registra-se que a formagdo dos possiveis quimiotipos
apresentaram uma maior diversificagdo estrutural, sem homogeneidade especial nos fendtipos
quimicos em relagdo a latitude e longitude. A maioria dos quimiotipos teve sua diversificagao
em esqueletos centrada nos derivados biogenéticos ou substancias com esqueleto de
germacrano ou humulano. Essa diversificagdo seguiu o sentido germacrano (PR4; PR7 e SC),
cadinano (PR2) e cubebano (PR6 e PR3-1) ou germacrano, biciclogermacrano (RJ,RS3e4)e
aromadendrano (RO). Quando essa diversifica¢ao seguiu o esqueleto do tipo humulano (RS2,

SP), ha formacao de cariofilano (PR3-1) ou longipinano (PR1).
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Figura 49 - Distribuigdo espacial dos quimiotipos de Piper gaudichaudianum no Brasil.
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Legenda: Este estudo (estudo sazonal - RJ1-12; estudo circadiano - RJ13-29) e no banco de dados da literatura
(RO (MORAIS et al., 2007); RS 1 - 1 a 16 (SCHINDLER et al., 2017); RS2 (VON POSER et al., 1994);
RS3 (PERES et al., 2009); RS4 (SPEROTTO et al., 2013); SC (CHAABAN et al., 2018); SP1- 1 a 2
(ANDRADE et al. , 1998); PR1 (KRINSKI et al., 2016); PR2 (BERNUCI et al., 2016); PR3 -1 a 2
(KRINSKI et al., 2018); PR4 (SILVA etal., 2019); PR5 -1 a2 (QUIQUI et al., 2019); PR6 (SOUZA et
al., 2020) e; PR7 (SOUZA et al., 2020).
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Figura 50 - Mapa biossintético dos tipos de esqueleto terpénico com base nos 6leos essenciais
de Piper gaudichaudianum deste estudo e de banco de dados da literatura (Brasil).
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4.3 Composicdo quimica dos Oleos essenciais de Piper gaudichaudianum silvestre e
cultivada

A elevada amplitude de fenoplasticidade quimica apresentada nos fez questionar: As
variacGes quimiofenéticas em espécies selvagens sdo conservadas quando o espécime é
colocado em condicéo de cultivo controlado? Para responder a essa questdo foram obtidos o
rendimento e a composi¢do quimica do OE das folhas de P. gaudichaudianum cultivada em
primeira e segunda geragao, propagadas e silvestre coletadas na regido do Parque Nacional da
Tijuca no més janeiro de 2018 e analisadas por CG-EM e CG-DIC (Tabela 20).

Os OEs obtidos eram de cor ligeiramente amarelada e demonstraram 41 substancias,
que correspondem a 97,97% da quantificacdo. A diversidade quimica qualitativa dos
exemplares silvestres (n=41) e cultivadas aumentaram em primeira geracdo (n=48) e
diminuiram na segunda geragdo (n=28). Comportamento inverso foi encontrado para os
maiores rendimentos, obtidos dos espécimes silvestre (0,17%) e segunda geracao (0,18%) e
menor na primeira (0,13%) geracao.

Os OEs obtidos dos espécimes de P. gaudichaudianum foram caracterizados por teores
percentuais elevados de sesquiterpenos (97,51 - 91,27%). Os resultados das andlises dos OE
mostraram uma composicao formada majoritariamente por sesquiterpenos nao oxigenados
(acima de 90%), e teores percentuais de monoterpenos muito reduzidos (1%). Os principais
constituintes de P. gaudichaudianum foram: biciclogermacreno (14,23% -28,16%), cis-
eudesma-6,11-dieno (2,31% - 4,32%), E-cariofileno (2,34% - 8,43%) e os sesquiterpenos
oxigenados E-nerolidol (6,32% - 12,11%), viridiflorol (5,2% 1 - 7,89%) e a-cadinol (3,21% -
9,32%). As variagdes nas composi¢des quimicas entre silvestre e geracdes cultivadas nao
apresentaram diferencas significativas (p>0,05). Os sesquiterpenos E-cariofileno (r>= 0,999) e
biciclogermacreno (r’>= 0,922) aumentaram proporcionalmente o teor no OE da planta silvestre
em direcdo a segunda geragdo propagada. Comportamento inversamente proporcional foi
observado para E-nerolidol (r*= -0,686).

Analise qualitativa obtida por diagrama de Venn estd apresentada na figura 51. Esse
diagrama permite demonstrar e exportar qualquer subconjunto individual ou multiplo como
listas de entidades separadas. A andlise do diagrama de Venn com dados de P.
gaudichaudianum mostrou que existem 18 substancias comuns a todos os espécimes de P.

gaudichaudianum neste estudo (32,10%), que representam 67,36%, 67,86% ¢ 81,33% do teor
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total de substincias do OE. Seis substincias foram encontradas apenas na primeira geragao
cultivada, sendo elas: a-pineno, a-ilangeno, amorfa-4,7(11)-dieno, B-calacoreno, 5-epi-7-epi-
a-eudesmol, 7-epi-a-eudesmol, porém nenhuma dessas substdncias registraram uma
porcentagem relativa valiosa ( <1%). Para a segunda geracao de cultivo, apenas uma substancia
foi identificada como exclusiva, o E-B-farneseno (1,73%). H4 o compartilhamento de 30
substancias e que juntas representam mais de 80% do conteudo total do OE entre o espécime
silvestre de P. gaudichaudianum e o espécime cultivado de primeira geragdo, ¢ o

compartilhamento de 8 (0ito) substancias entre os espécimes cultivados.

Figura 51 - Diagrama de Venn feito a partir dos constituintes do 6leo essencial de Piper
gaudichaudianum selvagem e cultivada.

Silvestre 12 Geragao do Cultivo

22 Geragao do Cultivo
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Tabela 20 - Constituicdo quimica e rendimentos (%) dos 6leos essenciais das folhas de Piper
gaudichaudianum silvestre e em cultivo de primeira ¢ segunda geragoes.

Area Percentual Relativa (%) + DP

Substéncias? Silvestre ~Cultivada ;
1° Geracéao 2° Geragao
3E-hexanol 844 844 0,03£0,01 - -
a-pineno 932 928 0,02+0,02 - -
canfeno 946 954 0,04+0,00 - -
B-pineno 974 979 - 0,31+0,02 -
limoneno 1024 1026 - 0,12+0,03 0,03+0,02
linalol 1095 1094 0,02+0,01 - -
canfora 1141 1143 - 1,23+0,02 0,31+0,03
borneol 1168 1170 0,12+0,03 - -
a-terpineol 1186 1190 0,23+0,02 4,87+0,02 5,62+0,02
d-elemeno 1335 1337 2,314+0,03 1,34+0,04 1,87+0,33
a-cubebeno 1345 1352 0,32+0,02 0,98+0,06 1,89+0,02
a-ilangeno 1373 1374 - 0,78+0,05 -
a-copaeno 1374 1376 1,23+0,05 1,45+0,03 1,67+0,07
B-bourboneno 1384 1383 - 0,32+0,02 0,89+0,08
B-elemeno 1389 1388 1,23+0,04 1,37+0,03 1,67+0,04
a-gurjuneno 1409 1409 1,45+0,06 0,32+0,07 -
E-cariofileno 1417 1418 2,34+0,04 5,434+0,06 8,43%0,07
B-gurjuneno 1431 1435 0,45+0,02 0,23+0,02 0,214+0,03
y-elemeno 1434 1438 0,78+0,06 0,03+0,01 -
Z-B-farneseno 1440 1440 - 0,57+0,02 3,43+0,06
aromadendreno 1441 1441 1,23+0,07 1,04+0,03 1,65+0,76
o-humuleno 1452 1456 1,21+0,06 0,32+0,02 -
E-p-farneseno 1454 1454 - - 1,73£0,08
allo-aromadendreno 1458 1461 2,344+0,04 - -

9-epi-E-cariofilene 1464 1468 - 1,23+0,03 0,43+0,02
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0,23+0,00
0,08+0,02
0,05+0,01

5,21+0,04

4,32+0,35

3,45+0,06
4,210,00
4,87+0,00
14,23+0,00
0,76+0,00
1,2320,11
1,23+0,05
5,67+0,08
1,87+0,08
1,98+0,06
1,45+0,08
12,11+1,04

0,09+0,02

1,23+0,02
5,43+0,05
5,08+0,02
3 .42+0,04
1,2120,05

3,21+0,12

0,23+0,02
0,32+0,03

1,43+0,34

2,3140,12

1,23+0,03
3,25+0,00
16,120,00
1,2340,00
2,3240,27
1,2340,04
3,56+0,05
0,67+0,02
0,89::0,04
1,94+0,09
1,2340,04
6,32+0,21

0,09+0,02

5,320,02
7,89+0,56
5,54+0,07
0,32+0,01
0,980,00
0,56+0,04
9,32+1,12

0,32+0,02

1,2120,00

0,76+0,04

3,34+0,31

1,874+0,02

1,01+0,00

0,31+0,04

2,3140,06
2,2340,05

8,03+0,09

3,32+0,02

5,21+0,40

7,32+0,68
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28,16+0,00
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intermedeol 1665 1667 - 1,34+0,01 2,32+0,03

Monoterpenos ndo oxigenados 0,09 0,43 0,03
Monoterpenos oxigenados 0,37 6,10 5,93
Sesquiterpenos ndo oxigenados 65,73 53,46 65,07
Sesquiterpenos oxigenados 31,78 37,91 26,20

NUmero de Substancias Identificadas 41 44 28
Total de Substancia Quantificada (%) 97,97 97,90 97,23

Rendimento do OE (%) 0,17+0.03

0,13+0.02

0,18+0,02
Legenda: IRcalc = Indice de retengdo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retengio de literatura (Adams,

2007; 2017); DP= desvio padrdo. a) Todas as substincias foram identificadas por EM e IR de acordo com
experimental. OE — Oleo essencial; Principais constituintes em negrito.
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4.4 Composicao quimica e rendimentos dos 6leos essenciais e volateis de Piper multinodum
C.DC. silvestre

4.4.1 Composicio quimica dos diferentes 6rgios de Piper multinodum

A composi¢ao quimica e rendimento dos OEs de P. multinodum nos meses de dezembro
de 2018 para raizes, caules, galhos, folhas e inflorescéncias, e janeiro de 2019 para
infrutescéncias estd apresentada na tabela 21 (6 amostras). As estruturas quimicas dos
constituintes majoritarios estdo apresentadas figura 52. A hidrodestilacdo dos diferentes 6rgaos
de P. multinodum produziu OEs com rendimento que variaram entre 0,19 a 1,32%, calculado
com base na massa do material vegetal fresco. As partes reprodutivas inflorescéncias e
infrutescéncias apresentaram os maiores rendimentos, com 1,32% e 0,93%, respectivamente.

Nos OEs foi possivel identificar 33 substincias, com constituintes que divergiam entre
as partes vegetativas e reprodutivas, entre 8 e 16, nas amostras analisadas. O total de substancias
identificadas ficou entre 80,70% e 99,44%.

Nas infrutescéncias e inflorescéncias esse espécime apresentou uma composi¢ao rica
em monoterpenos ndo oxigenados a-pineno (67,23 e 40,23%, respectivamente), B-pineno
(8,67% e 6,57%, respectivamente) e mirceno (9,92% e 13,23%). Entre os sesquiterpenos nao
oxigenados destacou-se o E-cariofileno (7.67%). A classe arilpropanoide apresentou um teor
percentual relevante nas infrutescéncias, com um percentual de 27,25%, sendo esses
identificados como asaricina (5,23%), miristicina (6,23%), dilapiol (5,78%) e apiol (7,67%). A
composi¢do quimica do OE das folhas mostrou-se rica nos monoterpenos nao oxigenados o-
pineno (32,49%) e mirceno (14,50%), com maior nimero de substancias identificadas em
comparag¢ao as demais partes da planta. O galho (caule secundario) apresentou uma composi¢ao
mais rica em sesquiterpenos nao oxigenados (47,36%), com a-copaeno (13,24%) e E-
cariofileno (12,32%). No entanto, os componentes majoritarios foram identificados como sendo
0 a-pineno (20,34%) e mirceno (11,23%). Diferentemente, o caule e a raiz demonstraram baixo
teor percentual de monoterpenos e sesquiterpenos, com composi¢ao rica em arilpropanoides,
sendo os majoritarios E-metil-isoeugenol (77,58%) no caule e euasarona (81,34%) na raiz. A
substancia E-metil-isoeugenol foi registrada em teores baixos (< 2%) na raiz. Nas Figuras 53 e
54 os espectros de massas sao apresentados com proposta de fragmentacao para euasarona e E-

metil-isoeugenol, respectivamente. E perceptivel que o ion molecular e o pico base destoam
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entres as estruturas identificadas e convergem nas substancias propostas. Na E-metil-isoeugenol

tem-se m/z 178 (Figura 53) e para euasarona tem-se o m/z 208 (Figura 54).

Figura 52 - Substancias majoritarias presentes nos 6leos essenciais de Piper multinodum: o —
pineno (1), mirceno (2), terpinen-4-ol (3), E-cariofileno (4), a-copaeno (5),
germacreno D (6), E-metil-isoeugenol (7), euasarona (8), asaricina (9), miristicina
(10), dilapiol (11) e apiol (12).
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Figura 53 - Espectro de massas obtido por CG-EM (A) e proposta de fragmentagdo para E-
metil-isoeugenol (B).
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Figura 54 - Espectro de massas obtido por CG-EM (A) e proposta de fragmentacao da euasarona
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Tabela 21 - Constitui¢ao quimica, esqueleto de carbono, rendimentos e indice ecoldgico de oxi-redugao dos 6leos essenciais de diferentes 6rgaos

de Piper multinodum C.DC.

Esqueleto -C

Substancias

IRcalc

Area percentual relativa (%) + DP

Caule Galho

Folha

Inflorescéncia

Infrutescéncia

Pinano
Canfano
Sabinano

Pinano
Mircano
Mentano

Carano
Mircano

Canfano
Mentano
Mentano
Canfano
Ciclosativano
Copaano
Bourbonano
Elemano
Cariofilano
Copaano
Aromadendrano
Humulano

a-pineno

canfeno

sabineno

B-pineno

mirceno
a-felandreno
8-3-careno
Z-B-ocimeno

NI (m/z 204)
hidrato de canfeno
terpinen-4-ol
a-terpineol
acetato de isobornila
ciclosativeno
a-copaeno
B-bourboneno
B-elemeno
E-cariofileno
B-copaeno
aromadendreno

o-humuleno

929
936
966
977
987
1000
1005
1030

1140
1176
1189
1283
1366
1372
1379
1387
1416
1415
1440
1449

932
946
969
974
988
1002
1008
1032

1145
1174
1186
1283
1369
1374
1384
1389
1417
1430
1439
1452

0,16+0,02

1,34+0,07

0,60+0,03
0,43+0,01

0,61+0,02
5,4240,02
0,23+0,32

20,34+1,05 32,49+2,32

1,3120,12  2,310,06
3,45+0,09
11,23+0,45
7,67+0,08

0,70+0,02

11,70+0,23  1,34+0,02
2,57+0,12
6,72+0,03
0,60+0,03 12,32+0,21
13,24+0,03
4324023
1,230,00

0,51+0,03
2,44+0,06
3,49+0,03
14,5+0,02
1,73+0,02
4,78+0,05
2,40+0,23
1,1540,06

1,9840,24
0,53+0,02

4,11+0,04

4,60+0,05

67,23+3,87

0,20+0,03
1,23+0,08
8,67+0,29
9,92+0,56

0,56+0,07

1,30+0,03
1,23+0,05

40,23+1,33
0,35+0,00

6,57+0,72
13,23+1,32

7,67+0,05
1,32+0,06

165



Aromadendrano allo-aromadendreno 1425 1458 0,32+0,00  0,35+0,09

Cadinanoo E-muurola-4,14,5-dieno 1470 1465 1,52+0,15
Germacrano germacreno D 1480 1480 2.43+0,03 9,21+1,20 1,87+0,08
Alquilbenzeno (C3-Cs) E-metil-isoeugenol 1493 1491 1,25+0,00 77,58+2,21 5,23+0,43
Alquilbenzeno (C3-Ce) asaricina 1498 1495 1,21+0,02 5,23+0,21
BicycloGermacrano biciclogermacreno 1487 1500 2,41+0,03
Cadinano a-muuroleno 1501 1500 1,03+0,09
Bisabolano Z-o-Bisaboleno 1505 1506 0,17+0,00
Cadinano d-amorfeno 1510 1511 1,69+0,04
Alquilbenzeno (C3-Cs) miristicina 1514 1518 5,48+0,00 0,78+0,01 6,23+0,34
Alquilbenzeno (C-Cs) €uasarona 1573 1572 81,32+1,43 1,15+0,03 2,34%0,12
Alquilbenzeno (C;-Cs) dilapiol 1622 1620 0,32+0,03 5,78+0,08
Alquilbenzeno (C3-Cs) apiol 1675 1678 0,23+0,04 7,67+0,05
Monoterpenos ndo oxigenados 0,16 1,31 45,00 62,36 87,25 60,38
Monoterpenos oxigenados 1,94 14,97 1,34 0,00 0,00 0,00
Sesquiterpenos ndo oxigenados 9,29 1,63 47,36 17,19 3,09 10,86
Arilpropanoides 88,05 78,73 523 0,00 2,54 27,25
Nuamero de substancias identificadas 12 8 14 17 12 12
Total de substancias quantificadas (%) 99,44 96,64 08,93 80,70 92,88 98,49
Rendimentos dos EOs (%) 0,21 0,11 0,19 0,63 1,32 0,93
IEoR® -13,26 -12,52 -11,05 -7,59 -12,16 -10,74

Legenda: IRcalc = Indice de retengdo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retengdo de literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP =
desvio-padrio. *Todas as substincias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. *Indice ecolégico de oxi-reducio. tr - Trago (valor percentual
menor que 0,05%).
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4.4.1.1 Variacdo Quimiofenética espacial em Piper multinodum

Os resultados dos célculos dos Indices Ecologicos de Oxi-redugdo variaram de -13,26 a
-7,59, com diferencas significativas entre si (p < 0,01) (Tabela 21). As substancias quimicas do
OE:s das folhas apresentam-se mais oxidadas (-7,59%) e das raizes mais reduzidas (-13,26). Os
orgdos reprodutivos apresentaram valores altos de IEor. Portanto, ¢ possivel constatar que
existe um gradiente quimico oxi-redutivo da raiz para as folhas, que passa de mais reduzido
para mais oxidado, sendo os o6rgdos reprodutivos sdo mais oxidados do que as folhas e
comparaveis em oxida¢do com caules e galhos.

A analise de componente principal (ACP) e analise de agrupamento hierarquico (AAH)
para as diferentes partes de P. multinodum sao mostradas nas figuras 57 e 58, respectivamente.

A ACP apresentou uma variancia total de 76,82% (Figura 55). O primeiro componente
(58,46%) foi responsavel pela separagdo da composi¢ao quimica de caule e da raiz das demais
partes vegetativas com cargas positivas. O segundo componente (18,36%) foi responsavel pela
separacdo do galho e caule das demais partes também com cargas positivas. O monoterpeno
ndo oxigenado a-pineno (-6,26) foi responsavel pela separagdo no PCI1 pelos levados teores
encontrados nas inflorescéncias, infrutescéncias, folhas e galhos. No PC2 a carga positiva de
E-metil-isoeugenol (+2,69) levaram a separagdao do galho e caule. Apesar das variagdes nos
teores de E-metil-isoeugenol, andlise de AAH (Figura 58) demonstrou claramente a separagao
de trés grupos, de cima para baixo: Grupo | — Rico em euasarona; Grupo Il — Rico em a-
pineno e; Grupo Il — Rico em E-metil-isoeugenol. A separagdo em maior distancia euclidiana
do caule ¢ devida, principalmente, aos teores percentuais elevados do monoterpeno oxigenando

terpinen-4-ol.
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Figura 55 — Grafico Biplot (ACP) resultante da analise da composigdo dos 6leos essenciais de
diferentes partes vegetativas de Piper multinodum.
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Figura 56 - Dendrograma representando a relacdo de similaridade da composi¢ao dos oleos
essenciais de diferentes 6rgdos de Piper multinodum.
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As andlises dos esqueletos carbonicos nos OEs das diferentes partes da planta

possibilitaram o registro de 18 esqueletos. Com maior nimero de substancias tem-se o esqueleto
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Alquilbenzeno (C3-Cs) (n=6), seguido dos esqueletos de monoterpeno Mentano (n=3) e
Canfano (n=3) e sesquiterpeno Cadinano (n=3). No entanto, com base no teor média dos

esqueletos de carbono tem-se Pinano e Alquilbenzeno (Tabela 22).

Tabela 22 - Porcentagens de ocorréncia dos esqueletos de carbono dos componentes do 6leo
essencial dos diferentes 6rgdos de Piper multinodum
Porcentagem de Ocorréncia (%)

Esqueleto - C ) )
Caule Galho Folha Inflorescéncia  Infrutescéncia
Alquilbenzeno (Cs-Cs) 88,05 78,73 5,23 0,00 2,54 27,25
Aromadendrano 0,00 0,00 4,64 0,35 0,00 0,00
Biciclogermacrano 0,00 0,00 0,00 241 0,00 0,00
Bisabolano 0,17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bourbonano 0,00 0,00 6,72 0,53 0,56 0,00
Cadinano 0,00 1,03 0,00 3,20 0,00 0,00
Canfano 0,60 0,70 0,00 0,51 0,20 0,00
Carano 0,00 0,00 0,00 4,78 0,00 0,00
Cariofilano 5,42 0,60 12,32 4,11 1,30 7,67
Copaano 0,23 0,00 13,24 1,98 1,23 1,32
Ciclosativano 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Elemano 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Germacrano 2,43 0,00 9,21 0,00 0,00 1,87
Humulano 0,00 0,00 1,23 4,60 0,00 0,00
Mentano 1,34 14,27 1,34 1,73 0,00 0,00
Mircano 0,00 0,00 18,90 16,90 9,92 13,23
Pinano 0,16 0,00 23,79 35,99 75,90 46,80
Sabinano 0,00 1,31 2,31 2,44 1,23 0,35

Os percentuais de ocorréncia de esqueletos de carbono foram submetidos as analises
ACP e AAH e os resultados estao apresentados nas figuras 57 e 58. Na ACP, com variancia
total de 93,77%, foi possivel registrar no PC1 (57,07%) a separagdo das amostras de caule e
raiz com cargas positivas em relagdo a demais amostras. Essa separagdo foi devido a carga
negativa dos derivados de Pinano (-4,53). O PC2 (36,70%) foi responsavel pela separagdo dos
caules, raizes e infrutescéncias, € com menor carga a inflorescéncia e infrutescéncia derivada

da influéncia da carga positiva do alquilbenzeno (+3,867).

Analise por AAH levou a separacdo clara de dois grupos: Grupo I — Com
predominancia das substancias com esqueleto produzidos pela via do chiquimato; e Grupo Il

- Com predominancia das substincias com esqueleto produzidos pela via do mevalato e/ou
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metileritrose-4-fosfato. No grupo 11, em distancias euclidianas menores, ¢ possivel observar

uma separagao pelo elevado teor percentual de alquilbenzenos.

Figura 57 - Grafico Biplot (ACP) resultante da analise dos esqueletos de carbono obtidos a
partir dos constituintes dos oOleos essenciais de diferentes partes de Piper
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Figura 58 - Dendrograma representando a relagcdo de similaridade dos esqueletos de carbono
obtidos a partir dos constituintes dos 6leos essenciais de diferentes partes de Piper
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4.4.2 Composicdo quimica dos 6leos essenciais do estudo sazonal de Piper multinodum
silvestre

Na avaliacdo do efeito da variacdo sazonal na composi¢ao quimica dos OEs de P.
multinodum foram analisadas um total de 12 amostras. As composi¢des quimicas ¢ rendimentos
sao descritas na tabela 23. Foi possivel identificar um total de 62 substancias, variando entre 14
e 39 no periodo de estudo. O total percentual de substancias identificadas variou entre 70,34 a
99,53%. Os rendimentos variaram entre 0,09 e 0,68%. Os OEs apresentaram colora¢ao amarela
durante todos os meses do ano. O espécime apresentou fase reprodutiva no periodo de janeiro,
junho a agosto, novembro e dezembro de 2019.

Esses OEs sdo ricos em monoterpenos (46,58 a 72,07%). As substancias majoritarias
s30 0s monoterpenos nao oxigenado a -pineno (22,17 a 40,44%), mirceno (0,31 a 18,23%) e B-
pineno (0,00 a 12,25%) (Tabela 23). Das 62 substancias identificadas apenas 19 apresentaram
variagdes acima de 5% ao longo do ano em algum momento amostrado.

Na figura 59 sdo apresentadas as médias mensais e diagramas ombrotérmicos referentes
a normal climatoldgica dos fatores ambientais, precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura
média (°C) da cidade de Teresopolis/ RJ, no periodo de janeiro a dezembro de 2019, em que
foram realizadas as coletas. O clima do local de coleta apresentou um periodo completamente
seco nos meses de junho e julho, o que pode ser observado no diagrama ombrotérmico (Figura
59B). Os meses de janeiro a margo apresentaram os maiores indices pluviométricos (364 - 569
mm) definido uma estagdo mais chuvosa. Ao longo do ano foi possivel observar que os meses

de julho e junho apresentaram uma estacao seca.



Tabela 23 - Constitui¢do quimica, rendimentos (%), esqueleto de carbonos (esqueleto—C) e Indice Ecologico de Oxi-redugio dos 6leos essenciais
de folhas de Piper multinodum C.DC. silvestre nos meses de janeiro a dezembro de 2019.

Esqueleto-C

Canfeno
Tujano
Pinano

Canfeno
Tujano
Pinano

Mircano

Mentano
Carano

Mentano

Mentano

Mentano

Mentano

Mentano

Mircano

Mircano

Substancias

tricicleno
a-tujeno

a-pineno
canfeno

sabineno
B-pineno
mirceno
a-felandreno
6-3-careno
a-terpineno
p-cimeno
0-cimeno
limoneno
B-felandreno
Z-B-ocimeno

E-B-ocimeno

IRcal
c

922
924

931

944
970

975
989

1003

1008

1015

1021

1022

1023

1026

1032

1044

IRIi
t

921
924

932

946
969

974

988
100

100

101

102

102

102

102

103

104

0,28+0,01

28,31+1,0
3

0,56+0,06
2,84+0,08

3,42+0,04

15,09+0,2
1

0,87+0,02

0,14+0,03

0,86+0,08

2,03+0,15

4,96+0,82

1,89+0,02

0,19+0,03

25,21+1,0
8

0,43+0,08
4,32+0,73
3,60+0,08

11,26+0,9
0

0,56+0,02

3,87+0,05

0,14+0,03

0,35+0,04

22,17+1.2
3

0,77+0,04
2,89+0,05

3,64+0,07

10,87+1,2
3

0,92+0,02

0,03+0,00

0,05+0,00

0,20+0,12

2,51+0,03

4,34+0,07

2,22+0,09

Area Percentual Relativa (%) + Desvio Padréo (DP)

0,44+0,04

30,21+1,0
6

0,87+0,05
3,47+0,04
6,56+0,53
6,23+0,71
0,96+0,03
0,04+0,00

0,07+0,01

0,23+0,00

2,95+0,67

4,52+0,07

2,46+0,04

5,00+0,69

7,56+0,78

32,80+2,1
6

5,52+0,05

0,31+0,13

3,19+0,08

0,18+0,02

0,45+0,00

36,19+1,0
3

1,17+0,00

5,95+0,00

12,25+0,0
0

0,34+0,07

7,61+0,00

0,12+0,00

0,13+0,01

0,38+0,09

38,37+1,1
1

1,01+0,03
5,53+0,04
4,46+0,06
6,67+0,02

0,87+0,04

0,20+0,00

0,31+0,00

1,24+0,04

1,33+0,06

5,37+0,09

2,81+0,20

0,38+0,03

40,44+1,2
3

0,56+0,08
2,55+0,08

3,67+0,32
13,59+0,9
4

0,81+0,02

1,2240,02
1,80-£0,02
4,37+0,32

2,21+0,23

33,58+2,3
4

0,15£0,01
1,09+0,02
1,50+0,02

2,84+0,35
0,23+0,02
0,090,01
0,48+0,03
0,55+0,03

1,86+0,03

1,10+0,43

30,47+1,2
3

3,97+0,06
3,56+0,08
8,47+0,32

0,71+0,07

0,23+0,03

1,19+0,02

1,48+0,02

4,32+0,45

2,39+0,21

0,35+0,04

23,61+1,4
3

0,73+0,05

9,21%1,21
9,65+0,06

8,56+0,08

0,17+0,02

0,24+0,03

23,74+0,7
8

0,72+0,01
2,82+0,03
4,47+0,08

18,23+1,2
3

2,46+0,06

2,33+0,04
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Mentano
Mentano
Mentano
Pinano
Mircano
Mentano
Tujano
Canfeno
Elemano
Cubebano
Copaano
Cubebano
Bourbonano
Elemano
Longipinano

Longifolano

Aromadendrano

Cariofilano

Copaano

y-terpineno
terpinoleno
perileno
crisantenona
allo-ocimeno

terpinen-4-ol

neoiso-3-acetato de

tujanol

acetato de isobornila

5-elemeno
a-cubebeno
a-copaeno
B-cubebeno
B-bourboneno
B-elemeno
B-longipineno
longifoleno
o-gurjuneno
e-cariofileno

-copaeno

1055

1087

1098

1120

1129

1175

1282

1284

1335

1348

1375

1385

1387

1388

1398

1405

1410

1418

1430

105

108

110

112

112

117

128

128

133

134

137

138

138

138

140

140

140

141

143

0,43+0,06

1,04+0,08

2,40+0,02
0,54+0,02
3,65+0,43

0,36+0,02

0,08+0,08

0,05+0,05

3,52+0,02

0,45+0,10

0,86+0,09

0,17+0,03

2,80+0,05

0,37+0,06

2,97+0,14

0,74+0,08

7,60=0,09

0,18+0,02

4,30+0,67

8,17+0,09 0,74+0,04

0,12+0,02

0,08+0,00

0,82+0,02

0,25+0,03

8,54+0,04

0,05+0,00

0,28+0,03

0,18+0,01

1,9440,05

7,01+0,19

0,16+0,00

1,49+0,00

3,58+0,00

0,32+0,01

0,13%0,02

1,00+0,03

0,20+0,02

0,16+0,03

0,32+0,01

2,21+0,02

1,14+0,01

3,03+0,04

0,61+0,05

0,47+0,03

0,52+0,04

2,234+0,05

0,60+0,02

3,12+0,03

0,11+0,01

0,60+0,01
2,21+0,04

0,19+0,01

0,830,04
0,20+0,02

4,67+0,04

4,09+0,03

0,97+0,03

0,220,02
7,28+0,03

1,0420,02

0,61+0,04

3,50+0,01

2,33+0,12

0,66+0,05

4,17+0,07

0,43+0,08

5,03+0,02

0,49+0,04

8,65+0,09

0,31+0,05

7,27+0,34

0,50+0,04

12,39+1,5
6

0,25+0,03
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Aromadendrano
Elemano
Aromadendrano
Guaiano
Humulano
Aromadendrano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Germacrano
Eudesmano

Cadinano

Biciclogermacra
no

Cadinano

Farnesano
Bisabolano

Cadinano

Cadinano

Cadinano

B-gurjuneno
y-elemeno
aromadendreno
6,9-guaiadieno
o-humuleno
allo-aromadendreno
E-cadina-1(6),4-dieno
Z-cadina-1(6),4-dieno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
y-amorfeno
biciclogermacreno
a-muuroleno
E,E-a-farneseno
B-bisaboleno
y-cadineno
4-cadineno

Z-cadina-1,4-dieno

1432

1433

1436

1447

1453

1459

1462

1465

1479

1480

1488

1491

1497

1498

1503

1506

1512

1520

1531

143

143

143

144

145

145

146

147

147

148

148

149

150

150

150

150

151

152

153

5,87+0,21

0,27+0,40

5,15+0,06

0,27+0,08

1,28+0,02

3,39+0,08

0,53+0,03

0,26+0,02

0,05+0,01 0,07+0,05
0,44+0,02 0,14+0,04
2,94+0,07
4,07+0,05
0,43+0,00 0,35+0,03
8,82+0,02

0,61+0,09

0,07+0,02

0,23+0,02
0,29+0,07
0,58+0,07 1,5040,09
2,38+0,09 0,4620,04

0,11+0,02

0,05+0,00

0,45+0,02

3,20+0,03  0,68+0,00

1,39+0,06

0,28+0,00

0,56+0,04
0,44+0,00

0,35+0,04

0,28+0,02

1,84+0,12

2,24+0,08

0,33+0,03

0,31+0,03

5,52+0,02

0,32+0,03

1,57+0,06

0,21+0,03

0,15+0,04

1,91+0,03

2,95+0,03

5,76x0,02

5,11+0,03

2,49+0,04

0,61+0,03

3,99+0,02

6,04+0,02

0,56+0,03

0,71+0,03

9,28+0,02

0,85+0,04

0,37+0,02

4,20+0,02

0,42+0,03

0,14+0,01

0,22+0,02

3,85+0,04

0,120,03

0,25+0,04

2,26+0,00

4,81+0,00

0,38+0,03

5,91+0,02

2,18+0,02

0,23+0,02

2,45+0,04

0,32+0,03

7,01+0,54

0,22+0,03

0,36+0,03

3,18+0,10

0,30+0,02

0,13+0,02

0,18+0,01

1,07+0,03
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Eudesmano selina-3,7(11)-dieno 1534 5 0,24+0,03
. 156
Farnesano E-nerolidol 1559 1,28+0,02
1
Cariofilano oxido de cariofileno 1581 128 0,33+0,02 0,35+0,06 0,21£0,03
Copaano B-copaen-4-a-ol 1590 ! (5)9 0,40+0,06 0,18+0,02
Cadinano murola-4,10(14)-dien-1- 1628 163 0.3040,02
B-ol 0
. . 164
Cadinano epi-a-muurolol 1639 0 1,86+0,05 2,04+0,03
. 164
Cadinano o-muurolol 1650 4 0,63+0,02
. . . 196
Fitano Z,Z-linalool de geranila 1965 0 1,66+0,04
Monoterpenos ndo oxigenados 61,25 49,89 51,23 60,03 54,56 64,08 70,13 72,07 43,77 57,4 52,28 55,01
Monoterpenos oxigenados 0 0,86 3,52 0 0 0 0,36 0 2,81 0 0 0
Sesquiterpenos ndo oxigenados 21,26 20,32 32,97 11,36 15,6 6,63 21,99 22,78 50,66 29,56 22,03 25,63
Sesquiterpenos oxigenados 0 0 0,33 0,4 0,18 0 2,21 0 2,29 3,83 0 0
Diterpenos oxigenados 0 0 0 0 0 0 0 0 1,66 0 0 0
NuUmero de substancias identificadas 23 16 39 25 18 14 37 20 39 28 14 18
Total de substancias q“"j(‘{;ct")f'cadas no oleo essencial 82,51 71,07 88,05 7,79 7034 7071 94,60 94.85 99,53 90,79 7431 80,64
Rendimento de OE (%) 0,15 0,13 0,09 0,16 0,16 0,56 0,68 0,32 0,18 0,17 021 0,19
IEor® -5,74 -7,10 3,61 -4,59 6,25 -8,08 -4,09 -7,58 -4,082 -5,19 -8,49 7,17

Legenda: IRcalc = Indice de retengio calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retengio de literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP =
desvio-padrio. “Todos as substancias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. *indice Ecologico de Oxirredugdo. OE — Oleo Essencial; tr -
Trago (valor percentual menor que 0,05%). Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-marco; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-julho; Ago- agosto; Set-setembro; Out—
outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro.
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Figura 59 - Médias mensais e diagrama ombrotérmico correspondentes a normal climatologica
dos fatores ambientais, precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C)
da cidade do Teresopolis/RJ, no periodo de janeiro a dezembro de 2019.
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Legenda: Médias mensais (A) e diagrama ombrotérmico (B). Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro;
Mar-marco; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-julho; Ago- agosto; Set-setembro; Out—outubro; Nov-
novembro; Dez-dezembro; Jan-janeiro de 2019

Fonte: INMET, 2019.



Tabela 24 — Andlise de correlacdo de Pearson entre varidveis ambientais, rendimentos, substdncias majoritarias e classes quimicas dos 6leos
essenciais de Piper multidonum

Correlagio de Pearson (r?)

Variaveis analisadas [f:;;iiie Precipitacdo Temperatura (°C) Ras(i)llz <;ra0 pH em  Acidez
(%) (mm) (Kj/m?) agua Total

tricicleno 0,165 0,114 -0,051 -0,277  -0,140 -0,076 0,180 -0,009 -0,205 -0,320
- a-tujeno 0,143 0,079 -0,098 -0,329 -0,174 -0,100 0,159 0,033 -0,221 -0,312
O o-pineno -0,740**  -0,807** -0,880%* -0,026  -0,707* -0,282 -0,763* 0,479 -0,352 0,082
S sabineno -0,393 -0,508 -0,182 0,352 -0,530 0,034 -0,400 0,560 0,409 0,701*
°ln\° B-pineno -0,156 -0,493 -0,302 -0,192 -0,710* -0,117 -0,227 0,519 0,319 0,531
A mirceno 0,271 0,427 0,420 0,087 0,501 0,257 0,489 -0,652* 0,115 0,013
§ a-felandreno 0,182 0,221 0,083 -0,372  0,586* -0,164 0,268 -0,251 -0,190 -0,164
£ a-cubebeno 0,149 0,269 0,194 -0,629* 0,495 -0,142 0,454 -0,625* -0,210 0,197
E B-longipineno 0,198 0,369 0,401 -0,339  0,636* -0,105 0,506 -0,565 -0,072 0,182
@ y-elemeno 0,196 0,322 0,205 -0,417  0,631* -0,191 0,356 -0,267 -0,220 -0,181

y-muuroleno 0,358 0,451 0,085 0,095 0,062 0,814** 0,208 0,119 0,508 -0,307

germacreno D -0,568 -0,331 -0,282 0,225 -0,157 -0,148 -0,631* 0,175 -0,348 0,051
§ Monoterpenos ndo oxigenados  -0,423 -0,637* -0,636* -0,060 -0,602* -0,295 -0,346 0,331 -0,037 0,290
'€ Monoterpenos oxigenados 0,284 0,521 0,297 0,313 0,185 0,743** 0,137 0,105 0,448 -0,140
?, Sesquiterpenos ndo oxigenados -0,067 0,324 0,145 0,166 0,376 0,300 -0,093 -0,290 -0,144 -0,264
8 Sesquiterpenos oxigenados -0,532 -0,405 -0,218 0,224 -0,222  -0,157 -0,653* 0,226 -0,347 0,020
‘é Diterpenos oxigenados -0,240 -0,008 -0,104 0,095 0,080 -0,093 -0,298 -0,110 -0,283 -0,134

Rendimentos dos 6leos (%0) -0,744**  .(0,793** -0,813%* -0,133  -0,634* -0,353 -0,627* 0,681* -0,004 0,643*

Legenda - *Significativo a p<0,05 ** Significativo a p < 0,01;. +OE — Oleo Essencial

177



Tabela 24 — Andlise de correlacdo de Pearson entre varidveis ambientais, rendimentos, substdncias majoritarias e classes quimicas dos 6leos
essenciais de P. multidonum (Continuacéo

Correlagio de Pearson (r?)

Variaveis analisadas

Mn Zn C N Valor S Valor T Valor V
tricicleno 0,204 -0,280 0,248 0,058 -0,093 -0,188 0,748** 0,470 -0,127 -0,093 -0,018
a-tujeno 0,213 -0,279 0,289 0,086 -0,079 -0,177 0,766** 0,502 -0,113 -0,109 0,036
8 a-pineno -0,746** -0,372 0,797* 0,305 0,000 0,330 0,457 0457 -0,028 -0,408 0,469
2 sabineno -0,604* 0,207 0424 0,578* 0,279 0,114 -0.421 0,289 0,544 0,159 0,228
X B-pineno -0,464 -0,017 0,635* 0,631* 0,584* 0,283 -0,094 0,719* 0,471 0,016 0,392
l,? mirceno 0,104 0,592* -0,431 -0,316 -0,401 -0,455 -0,594 -0,421 -0,284 0,143 -0,559
& o-felandreno 0,544 0,055 -0,331 -0,177 0,132 -0,248 0,006 -0,323 -0,218 -0,190 0,198
c% a-cubebeno 0,434 0,374 -0,382 0,049 -0,046 -0,312 -0,275 -0,249 -0,442 -0,230 -0,129
g B-longipineno 0,370 0,220 -0.412 0,085 -0,109 -0,492 -0,302 -0,152 -0,326 -0,170  -0,205
& y-elemeno 0,600* -0,135 -0,272 -0,027 -0,001 -0,427 0,215 -0,041 -0,241 -0,218 0,074
y-muuroleno 0,366 0,490 0,011 -0,401 -0,068 -0,172 -0,217 0,009 0,423 0,785** -0,573
germacreno D -0,183 -0,292 -0,079 -0,006 -0,212 0,457 0,185 -0,363 -0,143 -0,159 0,058
§ Monoterpenos néo oxigenados -0,661* 0,163 0,747* 0,362 0,117 -0,043 0,076 0453 0,108 -0,221 0,399
‘2 Monoterpenos oxigenados 0,431 0,251 -0,322 -0,270 -0,063 -0,018 -0,242 -0,235 0,387 0,716** -0,547
g Sesquiterpenos ndo oxigenados 0,291 0,018 -0,499 -0452 -0,411 0,137 -0,095 -0,590* -0,238 0,193 -0,532
§ Sesquiterpenos oxigenados -0,183 -0,291 -0,067 -0,044 -0,189 0,529 0,222 -0,375 -0,114 -0,159 0,116
‘§ Diterpenos oxigenados -0,030 -0,335 -0,256 -0,188 -0,168 0,405 0,052 -0,341 -0,253 -0,139 -0,092
Rendimentos dos 6leos (%0) -0,564 0,023 0,836** 0,791** 0,361 0,001 0,139 0,577* 0,346 -0,212 0,587*

Legenda - *Significativo a p<0,05 ** Significativo a p < 0,01; +OE — Oleo Essencial
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Nas tabelas 23 e figura 60 estao dispostos os resultados referentes as analises de Pearson
e a Analise de Correspondéncia Canonica (ACC), respectivamente, que correlacionam as
classes quimicas, rendimentos e as substancias majoritarias presentes nos OE com os fatores
ambientais (constituinte de solo, precipitagao, umidade e temperatura média) no estudo sazonal.
ACC apresentou uma variancia total de 80,8 (eixo 1 = 33,5; eixo 2 =47,3).

As figuras 60 mostram nos trés eixos de ordenacdo, as relagdes entre as variaveis
ambientais representadas na forma de vetores, a variacdo anual das substincias quimicas
individualmente por pontos triangulares e as variacdes no més representados por pontos

circulares.

Figura 60 - Diagrama de ordenagdo produzido pela andlise de correspondéncia candnica
relacionando a composicdo dos Oleos essenciais e as varidveis ambientais do

estudo sazonal de Piper multinodum.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan— janeiro; Fev —fevereiro; Mar—margo; Abr — abril; Mai —maio; Jun —
junho; Jul — julho; Ago- agosto; Set — setembro; Out — outubro; Nov—novembro; Dez— dezembro; T(°C)
— Temperatura, R (Kj.m*) — Radia¢do, P (mm) — Precipitagdo, Al — aluminio, Ca - Cidlcio,
Mg — Manganésio, Na — Sodio, K — Potassio, P — Fésforo, Cu — Cobre, Fe — Ferro, Mn — Manganés, Zn-
Zinco, C — Carbono, N — Nitrogénio, V-S - Valor S, V-T - Valor T, V-V - Valor V, MNO — Monoterpeno
Nao Oxigenado, MO — Monoterpeno Oxigenado, SNO — Sesquiterpenos Nao Oxigenado, DNO —
Diterpenos Nao oxigenado, DO — Diterpenos Oxigenados.
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As variagdes dos rendimentos e as correlagdes com os fatores ambientais (precipitagdo,
umidade e temperatura média) podem ser observados na figura 61.

Os rendimentos dos OEs das folhas de P. multinodum ao longo do ano apresentaram
médias com diferengas significativas (p= 0,0006) (Figura 61). Os maiores rendimentos (0,56,
0,68 e 0,32) foram nos meses mais secos (junho, julho e agosto). Pode-se observar que existe
um incremento nos valores de rendimentos com surgimento do estado reprodutivo (Figura 61).

Os valores de rendimento apresentaram fortes correlagcdes inversamente proporcionais
significativos com umidade (r’=-0,744; p=0,006), precipitacio (r’=-0,793; p=0,002) e
temperatura (r’=-0,813; p=0,001). Esses dados ainda tiveram correlagdes diretamente
proporcional com os niveis no solo de cobre (r>= 0,836; p=0,001) e ferro (r>= 0,791; p=0,002).

Na ACC os dados de temperatura média e ferro melhor correlacionaram-se com os
rendimentos. O sentido e direcdo para os autovetores precipitagdo (45°) e cobre (90°) no

primeiro eixo de ordenacao evidencia sua menor correlagao (Figura 60).

Figura 61 — Comparagdes das variagdes dos rendimentos (%) de o6leos essenciais de Piper
multinodum silvestre e suas relagdes com as médias mensais dos fatores ambientais,
precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C), no periodo de janeiro a

dezembro de 2019.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro; Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul — julho; Ago-
agosto; Set—setembro; Out—outubro; Nov-novembro; Dez-dezembro; #Area hachurada em amarelo representa os
meses de ocorréncia das fases reprodutivas.
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Na figura 62 sdo apresentados os graficos de variagdes em porcentagem das classes
quimicas identificadas nos 6leos essenciais de P. multinodum. E demonstrado a existéncia de
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (Tabela 23; Figura 63).

A porcentagem das classes quimicas nos OEs do estudo sazonal de P. multinodum
demonstrou uma composi¢cdo rica em monoterpenos. Os monoterpenos nao oxigenados
(p=0,00001) e sesquiterpenos ndo oxigenados (p=0,00002) apresentaram médias com variagao
significativa ao longo do ano. No més de setembro ¢ possivel encontrar maior teor percentual
de sesquiterpenos (52,95%) e diterpenos (1,66%).

A figura 62 demostrou que no periodo mais chuvosos os monoterpernos tendem a
diminuir e os sesquiterpenos tendem a aumentar. No periodo mais seco foi possivel encontrar
0s maiores teores percentuais de monoterpenos nao oxigenados (64,08-72,07%). Foi registrado
correlagdes inversamente proporcionais positivas e moderadas para precipitagio (r>=-0,637;
p=0,026) e temperatura (r’=-0,636; p= 0,027) com os monoterpenos nio oxigenados. Apesar
de ndo apresentar correlagcdo de Pearson com sesquiterpenos nao oxigenados, no eixo 1 da ACC

foi possivel observar tendéncia de correlagdo com precipitagao.

Figura 62 — Variagodes das classes quimicas de 6leos essenciais de Piper multidonum silvestre
no periodo de janeiro a dezembro de 2019.
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Legenda: Da esquerda para direita = Jan— janeiro; Fev —fevereiro; Mar—marco; Abr — abril; Mai —maio; Jun —
junho; Jul — julho; Ago- agosto; Set — setembro; Out — outubro; Nov—novembro; Dez— dezembro;
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As figuras 63 apresentam as comparagoes das variagoes dos componentes majoritarios
dos OE de P. multinodum com a normal climatoldgica dos fatores ambientais.

No periodo de 12 meses foi possivel observar a presenca majoritariamente do a-pineno,
no entanto, as médias apresentaram variacdo significativa (p=0,0001). Os maiores teores
percentuais de a-pineno (32,80-40,44%) nas amostras foram observados nos meses com menor
indice pluviométrico. Nos meses de abril a junho, apos periodo mais chuvoso, foi possivel
observar o incremento de B-pineno (5,52-12,25%), no entanto, nesse mesmo periodo existe a
diminui¢ao dos teores percentuais de mirceno. Ressalta-se que os maiores teores de mirceno
foram observados no periodo de maiores indices pluviométricos.

Foi demonstrado, através da andlise de Pearson (Tabelas 24) e a ACC (Figura 60),
correlagdes significativas, fortes e inversamente proporcionais com o-pineno e os fatores
abidticos umidade (r’= -0,740; p=0,006), precipitacio (r*= -0,807; p=0,002) e temperatura (r>=
-0,880; p=0,001).

Os aspectos do solo apresentaram correlagdes significativas com os constituintes
majoritarios. O pH apresentou correlagdo inversamente proporcionais com o o-pineno (r= -
0,807; p=0,002) e B-pineno (r=-0,807; p=0,002). Os teores de Al (r=-0,7628; p=0,004), K (r=-
0,746; p=0,005) e Cu (r= -0,796; p=0,002) apresentaram correlacdo negativas significativas
com o a-pineno. No entanto, essa substancia na ACC (Figura 60) apresentou correlagdes com
Al, Mn e outras varidveis ambientais (temperatura e umidade).

O monoterpeno biciclico ndo oxigenado B-pineno apresentou correlagdes diretamente
proporcionais com os teores de Cu (r’= 0,635; p=0,026), Fe (1’= 0,631; p=0,028), Mn (1r’=
0,584; p=0,04) e N (r’= 0,719; p=0,008). O monoterpeno aciclico, mirceno apresentou
correlacdo diretamente proporcional com os teores de P (r>= 0,592; p=0,043) e inversamente
com os de Ca (r>=-0,652; p=0,021).

As figuras 64 A e B apresentam as analises de agrupamento hierarquico (dendrograma
em A e grafico de two-way joining em B) para as 12 amostras dos OEs de P. multinodum. No
dendrograma (Figura 64A) as maiores distdncias Euclidianas foram definidas pelo gradiente de

concentra¢ao de a-pineno em uma relagdo inversamente proporcional.
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Figura 63 — Compara¢ao das variagdes dos componentes majoritarios nos 6leos essenciais de
Piper multinodum silvestre com a normal climatologica dos fatores ambientais
precipitagdo (mm) e umidade (%), no periodo de janeiro a dezembro de 2019.
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Para as amostras temos os grupos de UTO discriminados por meses de baixo para cima:
Grupo | — Baixo teor em a-pineno: novembro e dezembro; Grupo I1- Elevado teor B-pineno
e a-pineno: maio e junho; Grupo Il — Elevado teor de a-pineno: setembro; Grupo IV —
Elevado teor de mirceno e a-pineno: janeiro, fevereiro, marco, abril, julho, agosto e outubro.

No grafico de two-way joining (Figura 64B) as amostras sinalizadas com setas amarelas
correspondem ao grupo I (novembro e dezembro), sendo essas caracterizadas pelos altos teores
de sesquiterpenos.

Na figura 65 sdo apresentadas as ACP para as amostras de OEs do estudo sazonal. A
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segundo componente de 6,25% da variagdo das amostras. Pela alta variancia do primeiro
componente ¢ insuficiente para justificar a separa¢do das amostras entre os meses. No entanto,
essa variagado podera ser obtida pelas cargas positiva de mirceno (+2,62) e negativa de a-pineno

(-0,77) no PC2.

Figura 64 — Dendrograma e grafico de two-way joining de 12 amostras de dleos essenciais de
Piper multinodum silvestre, de janeiro de 2019 a dezembro 2019, baseado em
analise de agrupamento pelo método UPGMA.
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Figura 65 - Grafico Biplot (ACP) resultante da analise da composi¢do dos 6leos essenciais de
Piper multinodum silvestre, coletadas de janeiro a dezembro de 2019.
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4.4.3 Composicido quimica dos Oleos essenciais do estudo circardiano de P. multidonum
silvestre

A avaliacdo das alteracdes quimicas na composi¢do quimica do 6leo essencial de P.
multinodum ao longo de 24 h foi realizada nos meses de fevereiro de 2020 (chuvoso) e de julho
de 2021 (seco). Os 0leos essenciais obtidos apresentaram coloracao levemente amarelada para
todas as 16 coletas realizadas. As composi¢cdes quimicas, esqueletos, indices de retengdo
calculados e da literatura e suas porcentagens estdo apresentados na tabela 25 para o més de
fevereiro de 2020 e tabela 26 para o més julho de 2021.

O estudo circadiano foi possivel identificar 109 substancias diferentes, variando entre
12 a 72 nos OE analisados. No més de fevereiro de 2020 foi possivel 80 substancias, variando
entre 12 a 72. O total de substancias identificadas ficou acima de 92% (92,34 a 99,56%). Os
rendimentos variaram entre 0,08 a 0,36%. Nesse més, o espécime apresentava-se na fase
vegetativa, com composi¢do rica em monoterpenos ndo oxigenados: o-pineno (12,82 a
64,46%), mirceno (6,63% a 13,08%) e o sesquiterpeno ndo oxigenado germacreno D (4,84 a
11,10%) (Tabela 25).

No més de julho de 2021, a espécie apresentava-se na fase reprodutiva, neste foi possivel
identificar uma variagdo na quantidade de substancia (63-47), nos OE analisados. O total de
substancias identificadas ficou acima de 90 % (90,63 - 97,17%). Os rendimentos variaram entre
0,95 a 3,25 %. O espécime apresentou-se em fase reprodutiva durante o estudo, com
composicdo rica em monoterpenos ndo oxigenados: a-pineno (20,81 a 42,41%) e B-pineno

(5,30 a 11,78%) (Tabela 26).



Tabela 25 - Constitui¢io quimica, Rendimento (%), Esqueleto de Carbonos (Esqueleto — C), Indice Ecoldgico de Oxi-redugio dos dleos essenciais
das folhas de Piper multidonum no ciclo circadiano (fevereiro de 2020).

Area relativa (%) = DP

C-Esqueleto Substancias? calc Estacdo Chuvosa (fevereiro de 2020
00:00h 03:00h 06:00h 9:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h

Canfeno tricicleno 922 921 0,29+0,01 0,27+0,03 0,11+0,01 0,13+£0,02 0,20+0,02 0,15+0,04 0,24+0,05
Tujano a-tujeno 923 924  0,62+0,05 0,53+0,03 0,24+0,04 0,19+0,03 0,36+0,04 0,23+0,08 1,03+0,02 0,41+0,03
Pinano a-pineno 930 932 12,82+1,2 16,87+0,89 31,46%3,21 29,49+0,12 33,53+3,09 41,97+3,09 64,46+4,31 25,46%1,45
Canfeno canfeno 943 946  0,68+0,02 0,82+0,08 0,70+0,02 0,83+0,03 0,70+0,04 0,78+0,03 0,53+0,09
Tujano sabineno 968 969 3,48+0,09 2,74+0,10 5,86+0,19 3,69+0,05 3,05+0,02 4,05+0,08 3,06+0,12 2,68+0,07
Pinano B-pineno 975 974  3,59+0,20 4,24+0,08 4,9+0,32 5,38+0,08 4,28+0,03 4,97+0,39 3,47+0,43
Mircano mirceno 989 988 9,13+0,89 9,88+0,74 7,91+0,13 6,65+0,54 12,54+0,32 8,83+0,56 5,55+0,11 13,08+0,12
Mentano a-felandreno 1005 1002 1,07+0,23 1,04+0,09 0,62+0,03 0,59+0,02 0,80+0,04 0,59+0,02 0,72+0,04
Mentano a-terpineno 1020 1014 0,05+£0,01 0,05+0,02 0,05+0,01 0,03+0,02 0,21+0,07
Mentano o-cimeno 1022 1022 0,27+0,04 0,30+0,02 0,15+£0,03 0,19+0,02 0,19+0,03 0,18+0,06

Mentano limoneno 1027 1024 1,46+0,04 0,87+0,43 0,98+0,92 1,08+£0,07 0,93+0,05 1,04+0,03
Mentano B-felandreno 1029 1025 3,77+0,76 2,19+0,04 1,18+0,04 1,15+0,05 1,82+0,02 1,27+0,08 1,84+0,03
Mircano Z-B-ocimeno 1032 1032 4,81+0,32 5,56+0,89 5,21+£0,04 4,67+0,32 4,34+0,76 4,16+0,09 4,04+0,89
Mircano E-B-ocimeno 1044 1044 2,44+0,07 2,77+0,13 2,31+£0,54 2,19+0,03 2,04+0,04 2,02+0,03 1,79+0,22
Mentano y-terpineno 1055 1054 0,10+0,00 0,09+0,04 0,10+0,03 0,06+0,01  0,09+0,01 0,94+0,05
Mentano terpinoleno 1085 1086 0,08+0,00 0,08+0,01 0,30+0,04 0,07+0,03 0,04+0,00

Mircano dehidro-linalool 1087 1088 1,28+0,21 0,64+0,04 0,56+0,02 0,73+0,03  0,59+0,05

Mentano perileno 1090 1102 5,33+0,85 3,27+0,32 1,64+0,07 2,25+0,56 3,20+0,03 2,47+0,03 4,42+0,06
Mircano linalool 1094 1095 0,11+£0,00 0,22+0,03 0,16+0,02 0,17+£0,03 0,17+0,00

Mircano allo-ocimeno 1129 1128 0,67+0,01 0,74+0,05 0,46+0,03 0,44+0,00 0,36+0,00 0,30+0,01 0,29+0,01 0,34+0,03
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Mentano

Mentano
Mircano

Canfeno

Tujano

Elemano
Elemano
Cubebano
Copaano
Bourbonano
Elemano
Alkylbenzene (C3-
Co)
Aromadendrano
Cariofilano
Copaano
Aromadendrano
Elemano
Aromadendrano
Guaiano

Cadinano

Cadinano
Germacrano
Eudesmano

p-Z-menta-2,8-dien-
1-ol
E-dihidro-B-
terpineol
neo-allo-ocimeno
formeato de
isobornila
acetato de neoiso-3-
tujanol
bicicloelemeno
d-elemeno
o-cubebeno
a-copaeno
-bourboneno
B-elemeno

metil eugenol

a-gurjuneno
E-cariofileno
-copaeno
B-gurjuneno
y-elemeno
aromadendreno
6,9-guaiadieno
E-cadina-1(6),4-
dieno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno

1133

1134
1140
1235

1280

1330
1337
1348
1375
1387
1388

1402

1410
1420
1430
1432
1433
1438
1447

1465

1479
1480
1488

1133

1134
1140
1235

1281

1335
1335
1348
1374
1387
1389

1403

1409
1417
1430
1431
1434
1439
1442

1475

1478
1480
1489

0,06+0,03

0,15+0,03

0,10+0,01

0,10+0,02
2,11£0,05
3,27+0,64
0,55+0,00

0,13+0,00

0,18+0,01
4,36+0,12
0,65+0,02
0,37+0,02
0,13+0,01
5,14+0,98

0,34+0,05

0,27+0,04
8,95+1,23
0,09+0,03

0,04+0,01
0,05+0,03
0,19+0,04

0,06+0,01
0,44+0,04

0,04+0,03
0,38+0,02
4,44+0,05
0,55+0,07

0,1120,02
5,82+0,98
0,89+0,07
0,52+0,04
0,80+0,07
4,46+0,76
0,4120,00

11,10+0,32
0,17+0,05

0,30+0,02

0,33+0,03

0,06+0,00
2,25+0,03
2,17+0,00
0,37+0,00

0,09+0,00
2,80+0,56
0,43+0,07
0,22+0,00
0,99+0,05
3,65+0,78
0,21+0,00

6,87+0,76
0,16+0,02

0,08+0,00

0,44+0,04

0,22+0,00
2,44+0,00
3,26+0,00
0,48+0,00

0,10+0,01
3,57+0,09
0,52+0,04
0,52+0,03
1,07+0,02
4,72+0,07
0,27+0,00

7,10+0,19
0,21+0,00

0,12£0,03

0,02+0,00

0,31+0,00
0,19+0,01
0,04+0,00
1,63+0,09
1,83+0,08
0,4+0,00

0,06+0,04
2,39+0,09
0,35+0,02
0,20+0,02
1,25+0,04
3,44+0,32
0,18+0,00

5,49+0,32
0,22+0,00

0,08+0,01

0,27+0,03
0,09+0,00

1,61+0,08
1,95+0,07
0,37+0,00

0,07+0,00
2,27+0,54
0,31+0,00
0,19+0,00
1,21+0,43
3,50+0,32
0,19+0,00

4,84+0,13
0,22+0,00

4,17+0,05
3,15+0,07

2,98+0,07

2,87+0,05
4,31+0,19

5,38+0,43

0,10+0,03

0,46+0,03

1,58+0,04
2,95+0,43
0,35+0,00

0,17+0,00
3,64+0,43
0,54+0,03
0,32+0,00
1,32+0,07
5,48+0,21
0,30+0,06

8,56+0,78
0,21+0,00
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1496
1498
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1504
1506
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1512
1514
1520
1531
1538
1543
1544
1546
1558
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1560

1565
1576
1581
1589
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1602
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1498
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1505
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1511
1513
1514
1522
1533
1537
1544
1545
1548
1559
1561

1562

1567
1577
1582
1590
1592
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1601
1602
1608

2,81+0,04
0,22+0,04
0,12+0,02
0,19+0,02

0,13+0,03
0,25+0,03
2,16+0,08

0,09+0,03
0,16+0,01
0,15+0,03
3,38+0,43

0,12+0,02
1,46+0,04
0,35+0,02
0,14+0,04
0,62+0,02

0,09+0,04
1,98+0,34
0,25+0,07
0,12+0,00
0,15+0,00
0,15+0,00
0,16+0,00

0,7240,43
0,10£0,03
0,02+0,01
0,1120,00
0,04+0,01
0,20+0,04
0,19+0,03
2.25+0,43

0,08+0,01

0,08+0,00
1,29+0,32
0,69+0,09
0,23+0,04
0,56+0,00
0,11+0,00
0,22+0,06

0,18+0,02

0,08+0,04
1,79+0,08
0,14+0,00
0,060,00

0,15+0,00
0,16:0,00

2,06+0,09

5,33+0,29

0,10+0,00
0,87+0,00
0,23+0,00
0,09+0,00
0,40+0,03
0,09+0,00
0,13+0,00

0,11£0,00

0,11+0,00
2,08+0,05
0,19+0,00
0,08+0,00
0,07+0,00
0,10+0,00
0,22+0,00

2,2620,04

0,07+0,00

0,11+0,00
0,04+0,00
1,52+0,09

0,07+0,00
1,17+0,06
0,39+0,00
0,15+0,00
0,49+0,02
0,14+0,00
0,12+0,00
0,13+0,00
0,13+0,00

0,07+0,00
1,84+0,02
0,14+0,00
0,50+0,00
0,060,00
0,15+0,00
0,16+0,00

1,74+0,07
0,06+0,00

0,09+0,00
0,06+0,00
0,89+0,09

0,09+0,00
1,10+0,08
0,25+0,00
0,16+0,00
0,4340,03
0,13+0,00
0,09+0,00

0,16+0,00

1,63+0,02
0,13+0,00
0,07+0,00

0,05+0,00
0,13+0,00

1,55+0,04

0,64+0,00

0,09+0,00
0,93+0,01
0,31+0,02
0,13+0,00
0,37+0,02
0,11+0,00
0,06+0,00
0,15+0,02
0,09+0,03

2,04+0,08

2,70+0,53
0,20+0,00
0,14+0,00

0,11£0,00
0,19+0,00

1,78+0,00

1,610,11

1,18+0,00
0,31+0,00
0,15+0,00
0,54+0,00
0,13+0,00
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muurola-4,10(14)-

Cadinano dien-1-B-ol 1623 1630 0,11+0,00 0,12+0,00
Cadinano epi-a-muurolol 1643 1640 0,34+0,02 1,32+0,04 1,92+0,05 1,43+0,02 1,27+0,04 1,52+0,21
Cadinano o-muurolol 1645 1644 0,17£0,01 0,09+0,00 0,15+0,00 0,12+0,00 0,21+0,00 0,13+0,00
Cadinano o-cadinol 1653 1652 0,58+0,02 0,61+0,09 0,61+0,00 0,35+0,00 0,29+0,00 0,35+0,00
Aromadendrano valerianol 1661 1659 0,28+0,06 0,11+0,00 0,19+0,00 0,15+£0,00 0,12+0,00 0,37+0,00
Eudesmano 1685 1687 1,07:0,02 0,30:0,00 0,50:0,07 0,03£0,00 0,240,00
Cadinano 14-hidroxi-g- 1778 1779 0,15£0,02  0,10+0,02
muuroleno
Eudesmano cudesm-11-en-4-a, a7 1g0g 0,09£0,00 0,10£0,01
6-a-diol
Farnesano 2E6E-dcidode g)5  1g1¢ 0,23+0,02 0,07£0,01  0,07+0,00 0,17£0,00
farnesodico
Farnesano 2E’6£$‘;:§;° de 1920 1821 096£0,09 072£0.04 030£000 0512002 042004 0.21£0,00 0,39+0,00
Fitano fitol 1945 1942 0,91+0,01 0,50+0,03 0,09+0,00 0,30+0,03 0,16+0,01 0,26+0,00
Monoterpenos ndo oxigenados 49,20 52,95 64,07 58.89 68,62 72,99 75,10 61,21
Monoterpenos oxigenados 1,60 1,15 0,46 0,81 1,04 0,94 0,00 0,10
Sesquiterpenos nao oxigenados 32,48 34,52 25,27 30,41 22,94 20,54 24,90 31,25
Sesquiterpenos oxigenados 8,02 9,42 10,08 8,35 6,22 4,93 0,00 6,35
Diterpenos oxigenados 0,91 0,50 0,09 0,30 0,00 0,16 0,00 0,26
Arilpropanoides 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NuUmero de substancias identificadas 56 72 58 65 68 55 12 50
Total de substancias quantificadas no 6leo essencial (%) 92,34 98,54 99,97 98,76 98,82 99,56 99,00 99,67
Rendimento de OE (%) 0,18 0,22 0,25 0,23 0,36 0,13 0,08 0,09
1EoR? -2,64 -2,19 -2,76 -2,43 -2,32 -2,90 -5,28 -3,19

Legenda: IRcal = indice de retengo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retengio da literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP = desvio-
padrio. *Todas as substancias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. *Indice Ecoldgico de Oxi-redugio. OE — Oleo essencial; tr - Trago (valor
percentual menor que 0,05%).
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Tabela 26 - Constitui¢do quimica, Rendimento (%), Esqueleto de Carbonos (Esqueleto — C), Indice Ecolégico de Oxi-redugdo dos 6leos essenciais
das folhas de Piper multidonum no ciclo circadiano (julho de 2021).

Area relativa (%) + DP

C-Esqueleto Substancias
00:00h 03:00h 06:00h 9:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h

Tujano a-tujeno 923 924 1,25+0,02 0,22+0,03 0,20+0,03 0,23+0,04 0,21+0,05 0,21+0,06 0,19+0,02
Pinano a-pineno 930 932 27,24+42,32 35,82+1,27 35,23+1,03 27,99+2,54 20,81+0,09 37,72+0,23 21,48+0,43 42,41+1,09
Tujano sabineno 968 969 2,80+0,07 3,13+£0,04 2,70+0,09 3,04+0,05 3,15+0,08 2,94+0,09 2,82+0,08 3,36+0,09
Pinano B-pineno 976 974 9,23+0,32 11,78+1,21 10,59+1,02 10,97+1,13 5,53+0,98 11,08+0,16 5,30+0,47 8,92+0,05
Mentano o-felandreno 1005 1002 3,91+0,05 3,44+0,54 3,45+0,00 3,71+0,09 3,10+0,05 3,39+0,07 2,90+0,31 3,25+0,32
Carano 0-3-careno 1008 1008 0,23+0,01

Mircano Z-B-ocimeno 1032 1032 1,75+£0,08 1,45+0,32 1,81+0,04 2,50+0,08 1,46+0,56 1,89+0,07 1,69+0,04 1,79+0,01
Mentano terpinoleno 1085 1086 0,10+0,01

Mircano dehidro-linalool 1087 1088 1,67+£0,05 1,01+0,03 0,96+0,03 0,50+0,00 1,04+0,04 1,02+0,05 1,06+£0,02 0,40+0,02
Mircano linalool 1094 1095 0,43+0,07 0,23+0,00 0,26+0,02
Mentano perileno 1099 1102 4,26+0,65 3,72+0,17 2,95+0,12 2,37+0,04 3,03+£0,01 3,14+0,04 2,74+0,05 2,03+0,09
Mircano allo-ocimeno 1129 1128 4,17£0,89 2,72+0,00 3,30+£0,00 4,75+0,32 3,69+0,09 3,56+0,74 3,11+£0,06 4,39+0,21
Mentano pzdfgflnfaofg 1133 1133 0,02+0,00 0,26+0,02  0,10+0,00
Mircano neo-allo-ocimeno 1140 1140 0,21+£0,02 0,09+0,01 0,12+0,00 0,09+0,00 0,15+0,02
Mentano p'memgfs “dien- 1166 1166 0,11£0,00 0,11£0,02  0,05£0,01 0,04+0,00

Mentano terpinen-4-ol 1174 1174  0,08+0,00 0,03£0,00

Mentano p-E-menta-1(7).8- 1129 159 0,08+0,02

dien-2-ol
Mircano linalool formate 1214 1214 0,05+0,00
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Mentano
Canfeno
Tujano

Tujano

Pinano
Canfeno

Elemano
Elemano
Cubebano
Copaano
Copaano
Cubebano
Bourbonano
Elemano
Himalachane
Alkylbenzene (C3-
Co)
Aromadendrano
Cariofilano
Copaano
Aromadendrano
Elemano
Guaiano

Z-p-menta-1(7),8-
dien-2-ol
formoato de
isobornila
acetato de i50-3-
tujanol
acetato de neoiso-
3-tujanol
Z-acetato de
verbenila
acetato de
isobornila

bicicloelemeno
d-elemeno
a-cubebeno

ylangene

a-copaeno
-cubebeno

B-bourboneno
B-elemeno

B-longipineno

metil eugenol

o-gurjuneno

e-cariofileno
B-copaeno

B-gurjuneno
y-elemeno
a-guaieno

1227

1235

1267

1278

1280

1287

1318
1335
1348
1372
1375
1384
1387
1388
1398

1402

1410
1420
1430
1432
1433
1436

1227

1235

1267

1281

1280

1283

1335
1335
1348
1373
1374
1387
1387
1389
1400

1403

1409
1417
1430
1431
1434
1437

0,06+0,03
0,08+0,02

0,07+0,02
1,66+0,02

0,49+0,08
2,01+£0,21
1,96+0,45
1,35+0,32

0,06+0,00

0,18+0,00
4,36x1,21

0,14+0,04

1,15+0,03

0,37+0,02
2,60+0,23

1,02+0,08

0,10+0,00
0,10+0,00

4,66+0,23

0,16+0,02

1,30+0,03

0,20+0,01
2,66+0,09

0,94+0,05

0,15+0,00

4,85%0,03

0,07+0,03

0,04+0,04

1,16+0,03

0,23+0,02
0,07+0,00

2,99+0,02
1,87+0,00
1,24+0,07
0,13+0,02

0,03+0,00

4,52+0,04

0,02+0,00
0,12+0,02

0,02+0,00

1,51+0,06
0,58+0,04
0,23+0,03
0,06+0,01

1,11+0,02
2,76+0,54
1,58+0,04

0,13+0,01

0,19+0,02
5,78+0,45

2,2240,06
0,14+0,00
1,07+0,02

0,94+0,00
0,20+0,05
0,10+0,02

1,04+0,06
1,50+0,45
1,32+0,09
0,06+0,00
0,05+0,03
0,08+0,04
3,86+0,45

0,92+0,05

1,25+0,05
0,15+0,00

1,96+0,05
2,33+0,09
2,03+0,05

0,10+0,02

0,1240,02
4,57+0,67

1,48+0,04

1,2040,02
0,15+0,02
1,48+0,09
1,56:0,06

1,02+0,02
0,10+0,00

0,06+0,01

4,38+0,56

1,29+0,03
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Aromadendrano
Guaiano

Cadinano

Cadinano
Humulano

Aromadendrano

Cadinano

Cadinano
Germacrano
Eudesmano
Cadinano
Bisabolano
Eudesmano

aromadendreno
6,9-guaiadieno
Z-muurola-3,5-
dieno
E-muurola-3,5-
dieno
o-humuleno
allo-
aromadendreno
E-cadina-1(6),4-
dieno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
y-amorfeno
zingibereno
o-selineno

Biciclogermacrano biciclogermacreno

Cadinano
Farnesano
Bisabolano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano

Cadinano

o-muuroleno
E,E-a-farneseno
B-bisaboleno
d-amorfeno
y-cadineno
cubebol

d-cadineno
nio identificado
(m/z 204)
E-cadina-1,4-
dieno

1438
1442

1448

1451
1453
1459

1465

1479
1480
1488
1491
1493
1496
1498
1500
1504
1506
1511
1512
1514
1520

1528

1531

1439
1442

1448

1451
1452
1458

1475

1478
1480
1489
1495
1493
1498
1500
1500
1505
1505
1511
1513
1514
1522

1533

1,33+0,02
0,05+0,00

0,68+0,00

2,40+0,21
3,63+0,42

0,34+0,04
0,49+0,02
1,23+0,08
0,60+0,03
0,20+0,03

1,82+0,32
0,59+0,04

0,15+0,04
0,18+0,02
1,87+0,43

0,12::0,03

0,10+0,04

1,55+0,01

0,77+0,07

1,50+0,56
1,44+0,09
4,64+0,13

0,30+0,02

0,52+0,05
1,4340,03
0,35+0,01
0,23+0,02

1,15+0,05
0,58+0,04
0,26+0,04
0,16+0,02

0,19+0,03
0,13+0,03
0,70£0,08

1,46+0,04

0,81+0,07

0,91+0,32
1,32+0,06
5,77+0,43

0,27+0,00

0,74+0,00
1,22+0,04
0,33+0,04
0,40+0,06

1,01+0,07
0,75+0,04
0,23+0,01

2,87+0,03

1,42+0,05
0,09+0,00

0,74+0,04

0,97+0,12
1,87+0,02
4,01+0,98

0,25+0,00

0,79+0,00
1,43+0,05
0,53+0,04

0,98+0,04

1,24+0,09
0,74+0,05
0,29+0,06
0,29+0,03

0,11+0,03

3,04+0,18
0,14+0,01

0,12+0,02

2,05+0,07

1,95+0,05
2,89+0,21

0,43+0,04

0,74+0,07
2.34+0,04
1,120,09

3,34+0,09

0,45+0,01

0,49+0,04

1,33+0,22

0,49+0,02

0,41+0,04
0,08+0,00

0,70+0,03

1,19+0,03
3,54+0,45

0,18+0,02

0,72+0,08
0,83+0,07
0,69+0,07
1,12+0,34
2,18+0,07

0,29+0,02

0,34+0,06

0,2120,03
0,1240,02
1,37+0,12

0,64+0,04

0,08+0,02

0,09+0,01

0,71+0,04
1,78+0,09
3,66+0,08

0,37+0,05

0,90+0,06
2,08+0,08
1,01+0,02
1,3340,03
4,63+0,45

2,62+0,23

1,37+0,04
2,15+0,13

0,14+0,04

0,59+0,04
0,08+0,01

0,61+0,04
1,32+0,06
3,90+0,08

0,22+0,03

0,49+0,02
1,24+0,04
0,27+0,06

0,22+0,02
1,05+0,04
0,53+0,03
0,28+0,02
0,08+0,01
0,19+0,02
0,12+0,01

1,74+0,08
0,13+0,09

0,08+0,03
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Cadinano
Cadinano

Eudesmano
Farnesano

Farnesano

Aromadendrano

Cariofilano

Copaano

Aromadendrano
Guaiano
Elemano
Aromadendrano

Bisabolano
Cadinano
Eudesmano
Cadinano

Cariofilano

Acorane
Cadinano
Cadinano

nao identificado
(m/z204)
o-cadineno
a-calacoreno
selina-3,7(11)-
dieno
E-nerolidol
butanoato de
geranila
ndo identificado
(m/z222)
espatulenol
oxido de
cariofileno
B-copaen-4-a-ol
viridiflorol
guaiol
E-B-elemenona
ledol
B-atlantol
muurola-4,10(14)-
dien-1-B-ol
v-Eudesmol
Z-cadin-4-em-7-ol
cariofila-
4(12),8(13)-dien-
5B-ol
a-acorenol
epi-a-murolol
a-murolol

1535

1538
1543

1544
1559
1560

1569
1576
1581

1589
1592
1600
1601
1602
1606

1623
1628
1634
1637

1638
1643
1646

1537
1544

1545
1561
1562

1577
1582

1590
1592
1600
1601
1602
1608

1630
1630
1635
1639

1632
1640
1644

0,06+0,01
0,08+0,02

0,18+0,03
3,66+0,07
0,18+0,01

0,11+0,06
1,38+0,04

0,24+0,03

0,10+0,01
0,07+0,00

0,33+0,03

0,23+0,06

0,08+0,00

1,93+0,07
0,06+0,00

0,07£0,00
0,410,01
3,28+0,09
0,26+0,04

0,84+0,02
0,18+0,03
0,25+0,00

0,33+0,03

0,46+0,00
0,26+0,03

0,12+0,43

0,17+0,03

0,26+0,04

0,36+0,04
0,17+0,00

0,10+0,03
0,18+0,04

1,18+0,09
0,22+0,06

0,80+0,03

0,13+0,01

0,19+0,02

0,21+0,06

0,10+0,04
1,98+0,09

0,23+0,03

1,03+0,07
0,78+0,06

0,2620,00

0,22+0,02

0,21+0,06

0,08+0,05

2,33+0,06

0,46+0,00

0,13+0,01

0,20+0,02
4,86+0,43

0,26+0,00
1,44+0,27
0,35+0,03

0,23+0,07
0,2340,03

0,56+0,08
0,36+0,05

0,54+0,08

0,17+0,03

0,26+0,03

0,30+0,00

0,09+0,01

0,16+0,02
2,03+0,32
0,18+0,00

0,68+0,09
0,24+0,00
0,23+0,02

0,44+0,03

0,07+0,03

0,96+0,04
0,22+0,03

1,05+0,04
0,26+0,02

1,94+0,09
1,48+0,09
0,12+0,00

1,26+0,03
0,46+0,02

0,35+0,00
0,29+0,09

0,61+0,43
0,11+0,07

2,58+0,02
0,23+0,04
0,23+0,04

0,34+0,01
2,68+0,08
1,34+0,09

0,06+0,03
0,09+0,00

0,31+0,04
0,91+0,05
0,21+0,00

0,77+0,43
0,16+0,00

0,15+0,02
0,11+0,04

0,44+0,04

1,59+0,01
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Cadinano o-cadinol 1655 1652 0,55+0,04 0,43+0,02 0,36+0,06 1,31+0,05 0,40+0,05 0,69+0,06
Aromadendrano valerianol 1661 1659 0,11+0,00
ndo identificado
) (miz 222) 1740 - 0,0820,00
Cadinano l4-hidroxi-o- 200 1799 (0274004 0,1840,04 0104002 0,07+0,00
muroleno
Eudesmano cudesm-l1-en-4-0, o7 ygo8  (.56£0,03 0.18+0,03
6-0-diol
Farnesano 2E BE-acido 1815 1816  0,13+0,00 0,1120,02
farnesodico
Farnesano 2E.E-acetatode  or0 jen) (.1240,04 0.17£0,03  0,03£0,00
farnesila
Farnesano ZZacetatode o0t 1960 0,0640,00 0,54+0,03
farnesila
Fitano fitol 1945 1942 0,15+0,00
Fitano Z’Z;é?:i‘i’l‘;l de 1959 1960  0,04+4001 0,72+0,03 0,06£0,01 1,63£0,02 0,41+0,00 0,69£0,00 0,58+0,32
Cembrano 3Z-cembreno A 1964 1965 0,98+0,02
Fitano E.Z-linaloolde 00 1987 0041003 0614002 0324001 0.33+0,03
geranila
Eicosaneo eicosano 2000 2000 0,04+0,01 0,16+0,03 0,02+0,01 0,29+0,00 0,02+0,00 0,16+0,01
Tricoisane tricosano 2300 2300 0,04
Monoterpenos ndo oxigenados 54,61 62,28 60,23 56,00 41,17 64,05 40,13 66,49
Monoterpenos oxigenados 2,07 1,15 1,66 0,89 1,42 1,02 1,32 0,76
Sesquiterpenos nao oxigenados 27,93 26,15 28.47 31,49 35,18 24,84 38,61 24,78
Sesquiterpenos oxigenados 10,24 7,68 5,62 5,58 11,60 6,11 16,72 4,34
Diterpenos nédo oxigenados 0,00 0,00 0,00 0,98 0,00 0,00 0,00 0,00
Diterpenos oxigenados 0,98 1,33 0,32 0,39 1,63 0,56 0,69 0,58
Arilpropanoides 0,06 0,10 0,00 0,03 0,13 0,05 0,10 0,06
Namero de substancias identificadas 63,00 54,00 47,00 59,00 63,00 55,00 53,00 53,00
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Total de substéncias quantificadas no 6leo essencial (%) 95,88 98,85 96,30 95,38 90,63 96,92 95,01 97,17
Rendimentos dos EO (%) 0,19 0,20 0,28 0,13 0,09 0,10 0,10 0,13
IEoR? 244 2,93 -3,28 -2,59 -2,30 -2,82 -2,87 -2,93

Legenda: IRcal = indice de retengdo calculado (coluna HP-5MS); IRlit = indice de retengdo da literatura (Adams, 2007; 2017); Principais constituintes em negrito. DP = desvio-
padrio. *Todas as substancias foram identificadas por EM e IR de acordo com experimental. *Indice Ecoldgico de Oxi-redugio. OE — Oleo essencial; tr - Trago (valor
percentual menor que 0,05%).
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As médias mensais, diagrama ombrotérmico e médias durante janeiro a dezembro de
2020. janeiro a agosto de 2021e das 24 horas de coletas (representadas por intervalos de trés
em trés horas) do dia 13 ao 14 dos meses de fevereiro de 2020 e julho de 2021, correspondentes
a normal climatologica dos fatores ambientais para o acesso do Teresopolis/ RJ estdo
evidenciadas na figura 66. Esses dados apresentam que o espécime de P. multinodum estava
em um periodo chuvoso e seco no periodo selecionado para o estudo do ciclo circadiano, nos

meses de fevereiro de 2020 e julho de 2021, respectivamente.

Figura 66 - Médias mensais e diagrama ombrotérmico correspondentes a normal climatologica
dos fatores ambientais, precipitagdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C)
da cidade do Teresopolis/RJ, no periodo de janeiro a dezembro de 2020 e janeiro a
agosta 2021.

600 ‘ 25 600 100
g [ 500 90
500 P ) ) o-0-g i 20 BD
400 ® e e * e ‘ 400 ‘ 70

® oy o o d 15 = 50

£ 300 - ® w £ 300 50 ¢

E

E 10 40
- L l ‘ ll - ‘/ :
100 5 100 20

I || III |.|.||| || 11/ ||| 1.l | -

.Il 0 0 \\/ [1)0

Q

Jan 12 2¢ MarAbr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev MarAbr Mal Jun 12 22 Ago §EEE5E53 253383585385 235
Fev Fev Jul_Jul ] =
2020 2021 2020 2021
[ Precipitacio (mm) s Umidade (%) ©— Temperatura (°C) == Precipitagdo (mm) Temperatura (°C)
(0]
1200 4000 00 00
90
3500
1000 20 2000
3000 70
80,0
2500 60 1500
Y o b
% 600 ‘ 2000 E 50 13
® = LA 1000 %
200 1500
g 30
1000
20 500
“EAnAm B AN R RE NN - (| S
> AN (B | ]
= , . m 8| I
oh 3h 6h sh 12h 15h 18h 21h oh 3h 6h sh 12h 15h 18h 21h
m Umidade (%) @8 Temperatura (*C) Radiagio global (ki/m2) mm Umidade(%) BN Temperatura (*C) Radiagio global(kl/m2)

Legenda: Médias mensais (A) e diagrama ombrotérmico (B). Da esquerda para direita = Jan-janeiro; Fev-fevereiro;
Mar-margo; Abr-abril; Mai-maio; Jun-junho; Jul-julho; Ago- agosto; Set-setembro; Out—outubro; Nov-
novembro; Dez-dezembro;

Fonte: INMET, 2021.

A figura 67 apresenta as variagdes nos rendimentos dos OE das folhas dos periodos
chuvosos (C) e secos (S) durante as 24 horas de coletas nos meses de fevereiro de 2021 e julho
de 2021 em Teresopolis/RJ, respetivamente. A tabela 27 sdo resultados referentes as andlises

de Pearson. Essas tabelas demonstram as correlagdes entre as classes quimicas, rendimentos e
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as substancias majoritarias presentes nos OE com os fatores ambientais (radiacdo, umidade e
temperatura) no periodo e local anteriormente mencionado.

Nos dois periodos analisado, a maior média de rendimento foi observado no més de
fevereiro na estacdo chuvosa (~0,19%) em relagdo a estacao seca (~0,15%). Apesar disso, as
médias entre os dois periodos deste estudo ndo apresentou diferenga significativa (p=0,3087).
No grafico radar (Figura 67A), que descreve a homogeneidade da distribui¢ao dos rendimentos
durante as 24 horas. Foi possivel constatar que o periodo seco apresenta maior homogeneidade
em comparagdo ao chuvoso. No entanto, o0 maior rendimento entre os dois foi constatado no
periodo chuvosos no horario de 12:00h (0,36%).

Na anadlise, no periodo seco os maiores rendimentos foram observados entre 00:00 as
06:00h e as menores entre 12:00 as 21:00h. Foi possivel apurar que os horarios de 06:00h,
18:00h e 21:00h os rendimentos forma maiores no seco que no chuvosos (Figura 67A). Em
relacdo as correlagdes com fatores abioticos, foi demonstrado que existiu forte correlagao

inversamente proporcional no més de julho com a radiacdo (1r>=-0,833, p=0,04) (Tabelas 27).

Figura 67 — Rendimentos dos 6leos essenciais (%) obtidos das coletas de trés em trés horas,
comparando suas variagdes e distribui¢do didria no ciclo circadiano de Piper
multinodum nos meses de fevereiro e outubro de 2017.
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Legenda: (A) Comparando suas variagdes durante 24h; (B) Distribui¢do do rendimento durante as 24h
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Tabela 27 - Analise de correlacdo de Pearson entre variaveis ambientais, rendimentos,
substancias majoritarias e classes quimicas dos o6leos essenciais do ciclo
circadiano de Piper multinodum do acesso de Rio de Janeiro/RJ (PMR), no més
de fevereiro de 2020 e julho de 2021.

Temperatura

Radiacdo (KJm?)

\€VEUEVEINEREUREGES Umidade (%)

Fevereiro Julho Fevereiro Julho Fevereiro

Rendimento (%) 0,362 0,446 -0,582 -0481 -0,100 -0,833*
a-pineno -0,815*%*  -0,483 0,735* 0,127 0,604 -0,266
q  sabineno 0,052 -0,186 -0,234  -0,235 -0,031 0,437
% B-pineno 0,427 -0,198 -0,576  -0,116  -0,081 -0,535
= mirceno 0,224 -0,028 -0,032
% Z-0-ocimeno 0,704 0,272 -0,760* 0,036  -0,371 -0,121
Q perileno 0,469 -0,261 -0,290 0,161  -0,333 -0,331
'§ E-cariofileno 0,725* -0,452 -0,607 0,511  -0,665 0,962**
€ aromadendreno 0,437 0,717 -0,136  -0,726  -0,643 -0,163
£  allo-aromadendreno 0,362 -0,513 -0,709
¥ germacreno d 0,847** 0,415 -0,674 -0,408 -0,770** 0,317
E-nerolidol 0,673 -0,155 -0,675 0,070  -0,639 0,329
Monoterpenos ndo oxigenados -0,859**  -0,396 0,761** 0,103 0,781**  -0,409
@ Monoterpenos oxigenados 0,298 0,306 -0,450 0,063 -0,032 -0,367
é Sesquiterpenos ndo oxigenados 0,810%** 0,601 -0,622 -0,314 -0,839** 0,314
g Sesquiterpenos oxigenados 0,858** 0,038 -0,885%* 0,075 -0,614 0,272
% Diterpenos ndo oxigenados 0,441 -0,302 -0,128
g Diterpenos oxigenados 0,526 -0,124 -0,434  -0,146  -0,502 0,280
©  Arilpropanoides 0,95  -0257  -0,131 -0,046 -0287 0,442
Outras substancias -0,673 0,593 0,437

Legenda - *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01; OE — Oleo Essencial.

Os graficos com as porcentagens ao longo de 24 horas das classes quimicas presentes
nos OE de P. multinodum estao apresentadas na figura 68. Na figura 68 A-B encontra-se as
porcentagens com areas normalizadas e figura Y11 B- D as distribui¢des, para os meses de
fevereiro (Figura 68 A e C) e julho (Figura 68 B e D).

Os OE apresentaram-se com uma composicdo composta de monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos. Curiosamente, os teores de diterpenos no periodo mais seco
apresentaram maiores teores do que no periodo chuvoso com diferenga significativa entre si

(p=0,002).
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Os teores de monoterpenos ndo oxigenados sdo predominantes nas duas estagdes, no
entanto as médias ndo apresentaram diferenca significativas entre si (p=0,242). Foi constado
maiores teores dessa classe quimica nos periodos de 06:00 as 18:00h para estagdo chuvosa e,
opostamente, na estagdo seca foi encontrado nos hordrios entre 21:00 as 03:00h. Os
sequiterpenos ndo oxigenados apresentaram incrementos nos teores nos horarios de 06:00 as
18:00 na estagdo seca (julho de 2021) e na chuvosa esse aumento foi observado nos horarios de

21:00 as 03:00h (Figura 68).

Figura 68 — Distribui¢des das variagdes das classes quimicas de 6leos essenciais de folhas de Piper
multinodum silvestre coletadas em fevereiro de 2020 ¢ junho de 2021, durante 24 h, em
intervalos de 3 em 3 h.
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Legenda: Variagdes das classes quimicas de 6leos essenciais em (A e B) area normalizada e (C e D) porcentagem.
Coletas realizadas em fevereiro de 2020 (A e C) e julho de 2021 (B e D).

A andlise de correlacao de Pearson (Tabela 27) demonstrou que apenas as variagdes
com fatores abioticos no periodo chuvoso poderiam ser explicadas com correlagdes com valores
significativos (p>0,05). Foi possivel observar no més de fevereiro, fortes correlacdes
significativas com monoterpenos ndo oxigenados inversamente com umidade (r*=-0,859,

p=0,006) e diretamente proporcionais com temperatura (r°=0,761, p=0,028) e radiagio
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(1?=0,781, p=0,022). Os sesquiterpenos ndo oxigenados e os oxigenados apresentaram
correlagdo fortes diretamente proporcionais com umidade (r=0,810, p=0,015; 1>=0,858;
p=0,006), respectivamente. Os sesquiterpenos ndo oxigenados apresentaram correlacao
inversamente proporcionais fortes com radiacio (1>=-0,839; p=0,009) e sesquiterpenos
oxigenados com temperatura (r?=-0,885; p=0,003).

As comparagoes das variagoes dos componentes majoritarios dos OE de P. multinodum
no ciclo circadiano em comparagao com a normal climatoldgica, nas 24 horas das quinzenas
dos meses de fevereiro de 2020 e julho de 2021 estdo apresentados nas figuras 69A e B,
respectivamente. A figura 70 apresenta o Box plot comparativo entre os teores de a-pineno nas

estagdes chuvosa e seca.
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Figura 69 - Comparagdo das variagdes dos componentes majoritarios de dleos essenciais do
ciclo circadiano de Piper multinodum com a normal climatologica dos fatores
ambientais temperatura (°C) e umidade (%) de fevereiro de 2020 e julho de 2021.
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Figura 70 - Analises de box plot de a-pineno presente no 6leo essencial das folhas de Piper
multinodum silvestre no estudo do ritmo circadiano das 12h as 00h, durante as
estagdes chuvosa (marco) e seca (outubro).
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Legenda - Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes usando o teste de Tukey (p
<0,05)

Nas estacdes seca e chuvosa as médias dos teores do a-pineno sdo majoritarios entre
todas as substancias (Figura 69 e 70), no entanto essas apresentam diferengas significativas
entre as estagdes (p=0,035) sendo a estacao seca com menores teores (Figura 70).

Para a estagdo chuvosa (fase vegetativa), os teores de a-pineno aumentam com a
diminui¢do da umidade (r*=-0,815; p=0,014) e aumento da temperatura (r*=-0,735; p=0,038).
O pico do teor dessa substancia ¢ atingido as 18:00h (64,46%). Opostamente, na estagdo seca
(fase reprodutivas) € observado que esses incrementos na umidade e temperatura ¢
acompanhado pela diminui¢do nos teores de a-pineno, diretamente proporcional a isso existe,
o aumento do isdmero P-pineno. No entanto, ndo apresentaram correlagdes significativas.
Curiosamente, os horarios de 18:00h foi o possivel encontrar o maior € menor teores nas
estacdes chuvosa e seca, respectivamente.

Outras substancias tiveram incrementos significativos com as variagdes dos fatores
abioticos, destaca-se o E-cariofileno que apresentou correlagdes diretamente proporcionais na
estacdo chuvosa com umidade (1>=-0,815; p=0,014) e na seca com radia¢io (r’=-0,815;
p=0,014). O germacreno D também apresentou na estagcdo chuvosa correlagao forte diretamente
com umidade (r’=-0,815; p=0,014) e inversamente proporcional com radiacdo (1*=-0,815;

p=0,014).
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Na figura 71 ¢é apresentada as analises de agrupamento hierarquico. Nesse ¢
demonstrado a discriminagao na distancia euclidiana de 47,03 de dois grupos formados a partir
da variacdo quantitativa quimica relativo ao teor de a-pineno, no qual um (1) grupo com baixo
teor (PM21h (C), PMO06h (C), PMO03h (C), PM0Oh (C)) e o segundo (2) grupo com alto teor
(PM18h (C), PM15h (C), PM12h (C), PM09%h (C), PM12h (S), PMO06h (S), PM21h (S), PM18h
(S), PMO0%h (S), PM15h (S), PMO03h (S), PMO0Oh (S)). E possivel em uma distancia euclidiana

menor (30,94) distinguir a partir dos elevados teores de mirceno e B-pineno nas estagdes

chuvosa e seca, respectivamente.

Figura 71 — Dendrograma das 16 amostras de dleos essenciais do ciclo circadiano de Piper
multinodum (PM) nos meses de fevereiro na estagdo chuvosa (C) e julho de 2021
na estacdo seca (S), de trés em trés horas de um dia, baseado em anélise de

agrupamento pelo método UPGMA.
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A ACP esta apresentada na figura 72. Nesta a maioria dos dados sdo representados em
dois eixos principais que contém 96,44% de variancia total (PC1 = 87,48% e PC2 = 8,96%,
Figura 72). No grafico score (Figura 72) ¢ possivel observar as proje¢des das amostras na
direcao dos componentes principais (PC), discriminando em dois grupos distinto: 1 — Rico em
a-pineno e B-pineno (estagdo seca) e 2 — Rico em - pineno, mirceno e germacreno D (estagdo
chuvosa). Apesar das influéncias dos outros componentes na separacao, o primeiro componente
(a-pineno) sozinho ja justificaria a variancia entre as amostras.

No periodo seco (fase reprodutiva) ter teores maiores de isdmeros pinenos e na chuvosa
(fase vegetativa) o seu percursor biossintético mirceno ndo ¢ deslocado completamente para
produgdo dos dois produtos indicam correlagdes biossintéticas importantes que sera discutida

na secao de Discussao.

Figura 72 — Grafico score de 16 amostras de dleos essenciais do ciclo circadiano de Piper
multinodum (PM) nos meses de fevereiro na estagdo chuvosa (C) e julho de 2021
na estacdo seca (S), de trés em trés horas de um dia, baseado em analise de
componente principal.
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4.4.4 Tendéncias Quimiofenéticas e de quimiodiversidade temporais dos 6leos essenciais de
Piper multinodum.

4.4.4.1 Aspectos Quimiofenéticos a partir dos esqueletos de carbono nos estudos sazonal e
circadiano de Piper multinodum

Os esqueletos de carbono foram deslindados a partir do agrupamento das substancias
identificados e seus teores percentuais nos estudos sazonal (Sz) e circadiano (Cc), nas estagdes
seca (S) e chuvosa (C), e estdo apresentados nas tabelas 23, 25 e 26, respectivamente. Na figura
73 ¢ apresenta um mapa com a proposta biossintética com os 27 esqueletos de carbono (Sz: 22;
Cc: 27) dos OEs encontrado no estudo de ritmo circadiano e sazonal. Foi possivel identificar
21 e 28 esqueletos na estagdo chuvosa e seca, respectivamente.

Nos estudos descritos observou-se que os principais esqueletos de carbonos a partir das
porcentagens médias foram pinano (Sz: 23,61 - 48,44%; Cc: 16,41 — 71,01%), mircano (Sz:
0,31 -21,94%; Cc: 5,55 —20,18%), tujano (Sz: 0,24 — 11,03%; Cc: 2,81 - 6,10%), himalachano
(Sz: 0,00 — 12,39%; Cc: 0,00 — 0,12%), mentano (Sz: 0,12 - 9,82%; Cc: 0,00 - 10,78%),
aromadedrano (Sz: 0,00 — 6,87%; Cc: 4,31 — 13,22%), e germacrano (Sz: 0,00- 9,28; Cc: 0,83
—11,29%). Os esqueletos com maior numero de substancias em termos de diversificagao foram
cadinano (Sz: 11; Cc: 19), mentano (Sz: 10; Cc: 14), aromadendrano (Sz: 4; Cc: 9), e mircano
(Sz: 4; Cc: 8).

Foi possivel identificar esqueleto participantes de diferentes rotas biossintéticas,
predominando a do metileritose fosfato e/ou mevalonato. Derivados da via do chiquimato
(alquilbenzeno (C3-Cg)) foram encontrados no estudo circadiano. Foi observado nos dois
estudos para as vias biossintéticas predominantes derivados de esqueletos precursores
pirofosfato de geranila (monoterpenos), pirofosfato de farnesila (sesquiterpenos) e o pirofosfato
de geranilgeranila (diterpernos). Ressaltamos que o fitano, derivado desse ultimo precursor,
pode ser um artefato da clorofila, gerado no processo de obtencao do OE.

No estudo sazonal foram avaliadas as dindmicas biossintéticas na formacdo dos
esqueletos de carbono (Tabela 28 e Figura 73). Os esqueletos precursores de pirofosfato de
geranila permanece em elevados teores ao longo do ano, exceto no més de setembro, poOs-
frutificacdo, em que a biossintese favoreceu a producdo dos esqueletos de pirofosfato de
farnesila. Ressalta-se que o aumento dos esqueletos de pirofosfato de farnesila ¢ diretamente
proporcional ao aumento de esqueleto de pirofosfato de geralgeranila (r>=0,743; p=0,006),

mesmo esse segundo apresentando teores muito inferiores nas amostras analisadas.
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Pela elevada porcentagem ¢ possivel observar que a produgdo de substidncias com
esqueletos de pinano ¢ favorecida por pirofosfato de geranila, passando por mentano, ao longo
de todo ano. Essa afirmagdo baseia-se no fato que os teores de mentano sdao inversamente
proporcionais aos de pinano (r*=-0,531, p=0,045). Nos meses de janeiro, julho, agosto,
novembro e dezembro foi possivel constatar que a via biossintética de maior ocorréncia foi a
que gerou esqueletos de mircano. Ressaltamos que esse esqueleto possui a forma mais simples
para o precursor comum dos monoterpenos (pirofosfato de geranila).

Os meses de junho e julho foram os mais secos e o periodo reprodutivo da planta. Apds
esses meses, como mencionado anteriormente, foi observado uma tendéncia gradativa para
produgdo de esqueletos derivado de pirofosfato de farnesila (sesquiterpenos), principalmente,
cadinano, germacrano e aromadendrano. O aumento dos teores percentuais dessas substancias
se deu no més de setembro com o aumento dos indices pluviométricos e temperatura média.
Ap6s esse periodo ocorreu desvio biossintético do esqueleto central germacrano para formacao
do longipinano.

No estudo circadiano, nas estagdes chuvosa e seca, foi observado a manuten¢ao do
favorecimento dos esqueletos derivados de pirofosfato de geranila durante todo o dia. No
entanto, essa produgao foi estimulada de maneira opostas entre as estagdes. A estagdo chuvosa
(fevereiro) possui maior producao de substancias com esqueletos produzidos desse precursor
nos horarios entre 12:00 e 18:00h e na estacdo seca entre o periodo de 21:00 as 06:00h. No
horario entre 12:00h e 18:00h foi possivel constatar um favorecimento para producdo de
derivados de pirofosfato de farnesila na estagdo seca. Esse fato ndo foi observado na estagio
chuvosa, que demonstrou teores menores de produtos formados desse precursor
(sesquiterpenos) no periodo do dia. Na estacdo chuvosa foi possivel observar, também, um
favorecimento gradativo para producdo de esqueletos de pineno, atingido o pico as 18:00h. Esse
aumento ¢ acompanhado com o desfavorecimento da via biossintética para produgdo de
substancias com esqueleto mircano. A partir das 21:00h ¢ favorecida a produgdo de esqueletos
mentano e mircano. No horério de 00:00h os teores das substancias com esqueleto mircano
ultrapassam os teores do tipo pinano que sdo majoritarios no OE de P. multinodum. Os
derivados de pirofosfato de farnesila sdo evidenciados a partir das 21:00, sendo registrados a

producao dos esqueletos germacrano em dire¢do para aromadendrano.
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Na estacdo seca foi possivel observar valores dos teores flutuantes para os tipos pinano.
Essa flutuagdo estd relacionada ao favorecimento das vias do pirofosfato de farnesila na

producao de germacrano, aromadendrano, cariofilano e cadinano.



209

Figura 73 - Mapa biossintético de tipos de esqueleto de carbonos terpénicos presentes em 6leos
essenciais dos estudos sazonal e circadiano de Piper multinodum.
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Tabela 28 - Porcentagens de ocorréncia dos esqueletos de carbonos dos componentes do dleo essencial de Piper multinodum silvestre no estudo
sazonal durante 12 meses (janeiro a dezembro de 2019).

Porcentagem de Ocorréncia (%0)

Esqueleto - C .
Mai Jun Jul Ago

Aromadendrano 6,41 0,00 4,30 0,12 0,45 0,00 2,52 5,76 6,87 5,06 0,32 0,36
Biciclogermacrano 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 1,57 2,49 4,20 2,18 0,00 0,00
Bisabolano 0,00 0,53 0,58 1,50 0,00 0,44 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 1,07
Bourbonano 2,40 0,00 2,97 0,00 0,00 0,00 2,21 2,23 4,09 2,33 0,00 0,00
Cadinano 1,28 0,26 12,08 0,81 0,35 0,28 4,77 5,11 6,88 5,40 0,00 0,31
Canfeno 0,84 0,43 0,91 0,87 5,00 1,17 1,30 0,56 0,15 0,00 0,73 0,72
Carano 0,00 3,87 0,03 0,04 3,19 7,61 0,00 0,00 0,23 0,00 8,56 2,33
Cariofilano 0,00 0,00 4,63 0,00 0,00 0,00 3,38 3,12 7,28 4,38 0,00 0,00
Copaano 0,00 8,17 3,54 0,40 7,19 3,58 0,61 0,52 5,71 3,93 0,31 0,25
Cubebano 1,04 0,37 0,17 0,25 0,46 0,16 0,00 0,00 0,20 0,00 5,52 7,77
Elemano 0,97 3,39 0,74 0,00 3,20 0,68 1,46 0,60 1,80 0,66 7,01 3,18
Eudesmano 0,00 0,00 0,07 0,00 0,24 0,00 0,32 0,00 0,85 0,00 0,00 0,00
Farnesano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 1,28 0,00 0,00
Germacrano 0,00 0,00 0,61 0,00 0,00 0,00 5,52 0,00 9,28 591 0,00 0,00
Guaiano 5,15 0,00 0,44 0,14 1,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,30
Humulano 0,00 0,00 2,94 0,00 0,00 0,00 1,84 2,95 3,99 2,26 0,00 0,00
Longipinano 4,01 7,60 0,00 8,54 1,94 1,49 0,00 0,00 0,00 0,00 8,65 12,39
Mentano 3,90 0,56 7,33 4,41 0,18 0,12 4,60 3,83 1,83 3,61 9,82 2,46
Mircano 21,94 11,71 17,43 14,03 0,31 0,34 15,85 20,64 5,99 15,79 9,21 18,23
Fitano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,66 0,00 0,00 0,00
Pinano 31,73 28,81 25,81 36,77 38,32 48,44 42,83 44,11 37,29 34,03 23,61 28,21
Tujano 3,89 4,67 3,33 11,03 0,45 6,33 591 2,55 1,09 4,32 0,24 2,82
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Tabela 29 - Porcentagens de ocorréncia dos esqueletos de carbono dos componentes do 6leo essencial das folhas de Piper multinodum silvestre no
estudo circadiano, durante as esta¢des chuvosa (C, margo) e seca (S, outubro), das 12h as 00h.
Porcentagem de Ocorréncia (%0)

Esqueleto - C Estacdo Seca (Julho de 2021) Estacdo Chuvosa (Fevereiro de 2020)
00:00h  03:00h 06:00h 9:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h 00:00h 03:00h 06:00h 9:00h 12:00h 15:00h 18:00h 21:00h

Acorane 0,00 0,26 0,10 0,00 0,26 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
Alquilbenzeno (C3-Cs) 0,06 0,10 0,03 0,13 0,05 0,10 0,06 ‘ 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aromadendrano 10,77 12,25 13,22 9,95 9,69 5,63 7,42 6,51 7,89 7,30 544 739 547 542 431 8,06
Biciclogermacrano 0,59 1,15 1,01 1,24 0,00 0,00 2,62 1,05 ‘ 2,81 1,98 1,79 2,08 1,84 1,63 0,00 2,70
Bisabolano 0,00 0,42 0,00 1,27 4,15 2,59 4,74 0,08 0,19 0,33 0,11 0,20 022 0,09 0,00 0,00
Bourbonano 1,96 0,00 0,00 1,87 2,76 1,50 2,33 1,56 ‘ 327 444 2,17 326 1,83 1,95 3,15 2,95
Cadinano 7,52 6,42 9,68 7,60 522 6,46 12,26 5,80 3,95 3,05 4,76 5,68 449 350 2,04 4,53
Canfeno 0,07 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 1,12 1,28 0,81 09 1,02 1,01 0,00 0,87
Carano 0,00 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
Cariofilano 0,08 0,18 0,00 2,55 6,30 4,10 5,26 4,54 4,71 6,51 3,03 396 2,64 2,58 298 3,95
Cembrane 0,00 0,00 0,00 0,98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Copaano 0,91 0,62 0,33 0,07 0,06 0,23 0,35 0,15 2,90 1,50 2,77 3,11 2,14 2,05 4,17 2,27
Cubebano 2,01 2,60 2,66 3,22 1,34 1,14 1,96 1,63 0,10 0,04 0,06 022 004 000 0,00 0,00
Eicosane 0,04 0,16 0,00 0,02 0,00 0,29 0,02 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Elemano 3,11 2,17 2,24 2,61 4,04 2,90 3,43 2,22 0,94 2,21 1,82 222 233 1,73 2,87 2,13
Eudesmano 3,16 0,76 0,51 0,53 1,86 0,85 5,53 0,80 0,18 1,37 0,54 091 042 046 0,00 0,21
Farnesano 4,15 3,80 1,80 2,24 4,86 2,75 1,60 1,40 4,46 3,40 569 2,18 188 092 0,00 231
Germacrano 1,23 1,43 1,22 1,43 2,34 0,83 2,08 1,24 9,10 11,29 6,87 7,14 555 484 538 8,56
Guaiano 0,05 0,33 0,00 0,09 1,07 0,08 0,00 0,59 0,00 0,52 0,30 041 031 0,30 0,00 043
Humulano 2,40 1,44 1,32 1,87 1,95 1,19 1,78 1,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
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Longipinano
Mentano
Mircano

Fitano
Pinano
Tujano

Tricoisano

0,00
8,36
7,59
0,98

36,55

4,11
0,00

0,00
7,16
5,18
1,33

47,60

3,49
0,00

0,00
6,51
6,50
0,32

45,82

3,06
0,00

0,13
6,13
8,19
0,39

39,00

3,34
0,00

0,00
6,42
6,33
1,63

26,34

3,38
0,04

0,06
6,53
6,59
0,56

48,80

3,15
0,00

0,00
5,90
5,95
0,69

26,78

2,82
0,00

0,10
5,38
6,99
0,58
51,33
3,55
0,00

0,00
10,73
18,44
0,91
16,41
4,10
0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8,52 521 531 7,22 5,53 0,00
19,86 16,05 14,68 20,18 15,90 0,00
0,50 0,09 0,30 0,00 0,16 0,00
21,11 36,36 34,87 37,81 46,94 71,01
3,33 6,10 3,88 3,43 4,55 4,09
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00
9,17
19,25
0,26
28,93
3,09
0,00
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4.4.4.2 Impacto oxi-redutor em diferentes escalas temporais nos 6leos essenciais de Piper
multinodum

Os resultados dos calculos de indice Ecoldgico de Oxi-redugdo (IEor) dos estudos
sazonal e circadiano a partir dos OEs de P. multinodum estéo apresentados nas Tabelas 23, 25
e 26. Na tabela 30 estdo apresentadas as correlagdes de Pearson entre os fatores ambientais e os
valores do IEor obtidos das misturas dos OEs dos estudos sazonal e circadiano. A variagdo dos
fatores abioticos (precipitagdo, umidade e temperatura média) e os valores obtidos do [Eor estao
apresentados na figura 74.

Nos estudos foram encontradas variagdes entre -8,49 a -2,19 (Sz: -8,49 a -3,61; Cc: -5,3
a-2,19). Ao longo do ano, a variacdo de IEor apresentou diferencga significativa (p<0,001). Na
figura 74 ¢ possivel observar que maior oxidacdo do OE foi no més de margo, caracterizado
como o mais chuvoso do ano. Os menores [Eor (mais reduzidos) foram registrados no inicio e
no final de cada fase reprodutiva. Foi possivel identificar que no periodo reprodutivo, no auge
da floracdo, a mistura de volateis apresentou-se mais oxidada. Apds o periodo de seca e término
da floragdo, no més de setembro, a mistura apresentou -se mais oxidada. Apesar dos resultados
apresentarem tendéncias com os fatores abidticos, esses ndo apresentaram valores significativos
de correlagdo de Pearson para a variagdo anual, igualmente como P. gaudichaudianum.

No estudo circadiano, a variacdo dos valores do IEor obtidos apresentaram variagao
significativa durante os dias (em fevereiro e julho) e entre os periodos (estagdo seca e chuvosa).
Essas variagdes estdo apresentadas na Figura 75. Os valores de IEor para o periodo seco (-3,28
a -2,30) foram maiores do que no periodo chuvoso (-5,28 a -2,19). Esse achado direciona
entendimento que as misturas de substancias dos OEs estdo mais oxidadas no periodo mais seco
e no chuvoso mais reduzidas. As variagcdes de [Eor entre o dia e a noite para a estagdo seca nao
apresentaram diferencas significativas. No entanto, no periodo chuvoso, as variagdes foram
significativas, sendo que no periodo da noite a mistura apresentou-se mais oxidada e mais
reduzida durante o dia. Esses valores de IEor apresentaram correlacdes significativas e inversa

com temperatura e direta com umidade e radiagcdo (Tabela 30).
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Figura 74 - Comparagdes das variagdes do Indice Ecologico de Oxi-redugio (IEor) ou Indice
de Ramos & Moreira obtido a partir da composi¢do de 6leos essenciais de Piper
multinodum e suas relacdes com as médias mensais dos fatores ambientais
precipitacdo (mm), umidade (%) e temperatura média (°C) no periodo de janeiro a
dezembro de 2019.
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amarelo representa os meses de ocorréncia da fase reprodutivas.

Tabela 30 — Analise da correlagdo de Pearson entre variaveis ambientais e os valores obtidos dos
indice Ecolégicos de Oxi-redugio (IEor) ou Indice de Ramos & Moreira do estudo
sazonal (anual) e estudo circadiano (fevereiro de 2020 e julho de 2021) de Piper

multinodum.
Variavel Periodo indice Ecoldgico de Oxi-reducéo
Anual 0,087
Umidade (%) Fevereiro 0,613*
Julho 0,021
Anual 0,155
Temperatura (°C) Fevereiro -0,711%*
Julho 0,227
. 2 Fevereiro -0,245
Radiagao (KJm™) Tulho 0.530"
Precipitacdo (mm) Anual 0,094

Legenda - *Significativo a p<0,05; **Significativo a p<0,01.
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Figura 75 - Representagéo do grafico de radar do Indice Ecologico de Oxi-reducio (IEor) ou
Indice de Ramos & Moreira obtido do o6leo essencial das folhas de Piper
multinodum no estudo do ritmo circadiano das 12h as 00h, durante as esta¢des de

chuvosa (fevereiro) e seca (julho).
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4.5 Atividades bioldgicas dos 6leos essenciais

4.5.1 Atividade contra Mycobacterium tuberculosis dos 6leos essenciais de diferentes partes
vegetativas

Avaliagdo da atividade contra M. tuberculosis H3;Rv dos OEs das diferentes partes da
planta (inflorescéncias, infrutescéncias, caules, raizes, folhas e galhos) registrou valores de
concentragdo inibitéria minima (CIM) apresentados na tabela 31 e figura 76. As maiores
atividades foram registradas para os OEs das raizes (78,51 pg/mL) e das infrutescéncias (85,91

pug/mL).

Tabela 31 - Atividade contra Mycobacterium tuberculose H37Rv de dleos essenciais de

diferentes partes vegetativas de Piper multinodum.
Oleos Essenciais CIM (ug/mL)

Raizes 78,51 £1,15
Caules 115,00 £ 1,07
Galhos >128
Folhas >128
Inflorescéncias >128
Infrutescéncias 85,91 £ 1,01
Rifampicina 0,06 = 1,01

Figura 76 - Inibi¢ao do crescimento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv apos tratamento
com os 0Oleos essenciais de diferentes 6rgaos de Piper multinodum.
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Legenda - Ensaio com MTT ap6s 5 dias de incubagéo na presenga das amostras nas concentragdes de 16, 32, 64 ¢
128 pg/mL. Controle positivo, M. tuberculosis H3;Rv tratados com rifampicina (farmaco de tratamento)
e controle negativo, M. tuberculosis H3;Rv sem tratamento. Analise estatistica: Oneway ANOVA
seguido do teste de Tukey *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05 comparado com o controle negativo (Mtb
H37Rv 1x10° CFU/mL). Resultados em triplicata representados em média + erro padrao.
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Os teores das substancias majoritarias, classes quimicas e os esqueletos de carbono
foram correlacionados com as CIM. Os resultados das correlagdbes de Pearson estdo
apresentados na Tabela 32. Foi possivel averiguar que a euasarona (r’=-0,713), classe quimica
de arilpropanoides (r*=-0,667) e o esqueleto de alquilbenzenos (1*=-0,667) apresentaram

correlagdes inversamente proporcional e significativa.

Tabela 32 - Analise de correlacao de Pearson entre as substancias majoritarias, classes quimicas
e esqueleto de carbono dos 6leos essenciais de Piper multinodum com inibi¢ao do
crescimento de Mycobacterium tuberculosis Hsz7Rv

Variavéis analisadas

§ 2 euasarona -0,713*
5 & E-metil-isoeugenol 0,112
§ -‘g a-pineno 0,375
% = mirceno 0,4004
o A terpinen-4-ol 0,062
o Monoterpenos nao oxigenados 0,477
§ g Mopoterpenos ~oxig:,re'nados 0,0411
O ‘g Sesqulterp‘enos nao 9x1genados 0,325
Arilpropanoides -0,667*
g Alquilbenzeno (C3-Cs) -0,667*
o 2 Mentano 0,118
- -§ Mircano 0,506
5 3 Pinano 0,369
K Mentano 0,118

Legenda: *p < 0,05

4.5.2 Atividades antifungicas dos 0leos essenciais do estudo sazonal

A atividade antifingica avaliada em Candida glabrata resistente ao fluconazol (ATCC
2001D-5) dos OEs referentes as quatros estagdes do ano estdo apresentadas na tabela 33. De
acordo com os valores de ICsp observou-se que o OE do més de novembro, referente a

primavera, foi o mais eficaz na inibigdo do crescimento de C. glabrata (ICso = 139 ug/mL).
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Tabela 33 — Atividade dos 6leos essenciais de Piper multinodum do estudo sazonal contra
isolado Candida glabrata resistente (ATCC 2001D-5).

Oleos Essenciais (Estacéo) I1Cs0 (Mg/mL)

Janeiro (Verdo) 617,9
Maio (Outono) 368,2
Agosto (Inverno) 698,8
Novembro (Primavera) 139,0

As percentagens maiores que 5% nos meses de janeiro, maio, agosto € novembro das
substancias majoritarias, classes quimicas e os esqueletos de carbono foram correlacionados
com as ICso. Os resultados das correlagcdes de Pearson estdo apresentados na Tabela 34. Sao
apresentadas que a atividade contra Candida glabrata resistente sdo melhoradas com o aumento
dos teores de §-3-careno (1?=-0,973), B-longipineno (r*=-0,822), y-elemeno (1*=-0,986) e seus

respectivos esqueletos em correlagdes inversamente proporcionais e significativas.

Tabela 34 - Anélise de correlacdo de Pearson entre as substincias majoritarias, classes quimicas
e esqueleto de carbono dos 6leos essenciais de Piper multinodum contra isolado
Candida glabrata resistente (ATCC 2001D-5).

Variavéis analisadas 1Cso

8 2 a-pineno 0,741*
5 & mirceno 0,553
§ -‘g d-3-careno -0,973**
% 'g B-longipineno -0,822*
© y-elemeno -0,986**
v 8 Monoterpenos ndo oxigenados 0,896*
8 E Sesquiterpenos ndo oxigenados 0,250
©Z Sesquiterpenos oxigenados -0,230
Aromadendrano 0,913%*
3 o Elemano -0,981**
E’? 5 Longipinano -0,800*
% % Mircano 0,721
@ Pinano 0,745%*
Carano -0,973**

Legenda: *p < 0,05; *p <0,01.
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5 DISCUSSAO

A familia Piperaceae ¢ reconhecida por possuir espécies com elevados rendimentos de
OEs (SANTOS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2013; FILLY et al., 2014; RAMOS et al., 2020;
KEMPRALI et al., 2020). Os teores encontrados nos diferentes 6rgaos de P. multinodum e P.
gaudichaudianum sao valores considerados adequados, quando comparados, segundo a
Farmacopeia Brasileira, com espécies produtoras de OEs comerciais, como por exemplo,
inflorescéncias de Matricaria chamomilla L. (camomila, minimo de 0,4%), frutos de
Coriandrum sativum L. (coentro, minimo de 0,3%), folhas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. (capim limao, minimo de 0,5%) e partes areas de Mentha arvensis L. (hortela, minimo
de 0,8%) (BRASIL, 2019b).

Os rendimentos dos OEs foliares de P. gaudichaudianum apresentaram variagdes
significativas (p<0,05) durante os estudos sazonais e circadianos, sendo maiores na fase
reprodutiva. Na literatura ¢ possivel encontrar teores inferiores em comparagdo a alguns dos
resultados registrados nessa Tese, os quais mencionam rendimentos inferiores a 0,01%
(MORALIS et al., 2007; RODIG; POSER, 1990). Valores com maiores rendimentos foram
publicados para amostras de Santa Maria (Rio Grande do Sul) que variaram entre 1,32 a 1,61%
(SCHINDLER; HEINZMANN, 2017). Valores intermediarios foram registrados para amostras
coletadas em Atalanta (Santa Catarina) (0,24 a 0,46%) (SANTOS, 2009). Na literatura ¢
descrito que as espécies tendem a apresentar rendimentos dependentes do estagio no ciclo
vegetativo, mais do que em relagdo aos fatores climaticas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
FIGUEIREDO et al., 2008). Esse fato pode explicar a tendéncia encontrada em P.
gaudichaudianum do Rio de Janeiro de produzir maiores teores de OE durante a fase
reprodutiva. Esses resultados corroboram com os dados encontrados para as amostras em Santa
Maria (RS), que apresentaram maiores rendimentos durante a fase reprodutiva (SCHINDLER;
HEINZMANN, 2018).

Os rendimentos dos OEs em P. gaudichaudianum no estudo circadiano apresentaram
forte correlagdo com a radiacdo. As espécies tendem a apresentar diferentes padrdes de
respostas plasticas qualitativas nos OEs em varia¢des de niveis de sombreamento (intensidade
da luz), aumento da temperatura e umidade relativa. Por exemplo, Piper umbellatum L. exibiu
maiores rendimentos dos OEs quando cultivado a sombra, enquanto Matricaria chamomilla L.
(Asteraceae) teve esse aumento sob condi¢des de intensa luminosidade (SALEH, 1973;

MATTANA etal., 2010). Um estudo correlacionando rendimentos de OEs de P. umbellatum e
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atividades fotossintéticas descreveu que, quando plantas esciofitas, como P. gaudichaudianum,
sdo submetidas a alta irradiacdo, geralmente, ocorre clorose e necrose com a fotodegradagao
dos cromopigmentos, levando a redu¢ao da fotossintese e do rendimento de biomassa
(MARCHESE; FIGUEIRA, 2005; MERCHESE et al., 2008). Além desse mecanismo, existe
diminui¢do no acumulo de OE a partir de evaporagdo proporcionado pelos aumentos da
temperatura, condutancia estomatica ¢ na taxa de assimilagdo de CO2 (SANGWAN et al., 2001;
MATTANA et al., 2006; MATTANA et al., 2008; REHMAN et al., 2016; FAN et al., 2018;
THAKUR; KUMAR, 2020).

A espécie P. multinodum apresentou maior rendimento de OE nas inflorescéncias.
Como mencionado anteriormente, os estagios de desenvolvimento do 6rgao e as diferentes
partes vegetais podem ser um determinante para alteragdo dos rendimentos dos OEs
(FIGUEIREDO et al., 2008). Os maiores teores de OEs nos 6rgaos reprodutivos podem estar
ligados as suas func¢des ecologicas, principalmente, na atragdo de polinizadores que conferem
fragrancia as flores, ou repelem insetos por acdo inseticida e dissuasora, reduzindo a herbivoria
(BASILIO et al., 2015). Estudo publicado pelo grupo constatou que Piper mollicomum Kunth
registrou maiores rendimentos de OE nas inflorescéncias (1,80%) do que nas diferentes partes
vegetativas (RAMOS et al., 2020). No entanto, Piper betleoides C.DC. apresentou maiores
rendimentos de OE foliares (0,35%) que nas inflorescéncias estaminadas (0,26%) e pistiladas
(0,31%) (KEMPRAI et al., 2020).

Os rendimentos dos OE de P. multinodum nos estudos sazonal e circadiano
apresentaram variagdes significativas (p<0,05) e suas respectivas porcentagens responderam
inversamente proporcional com umidade, temperatura e precipitacdo. Ainda, os maiores
rendimentos de OEs foram registrados nos periodos mais secos do ano e do dia. Como
mencionado anteriormente para P. gaudichaudianum, periodos secos/ chuvosos e/ou dia/ noite
apresentam um conjunto diferente de niveis de influéncia de fatores abidticos eliciadores que
provocam altera¢ao no acimulo de metabdlitos presentes em OEs, consequentemente, alteram
os rendimentos (GLYNN et al., 2007; TATAGIBA et al., 2007; THAKUR et al., 2019).

As variacdes de temperatura, precipitagdo e umidade podem alterar a disponibilidade
hidrica no ambiente, consequentemente, influenciando no movimento estomdtico que ¢
considerado o mecanismo de controle de trocas gasosas e nas taxas de fotossinteses nas plantas
superiores. Essas variagdes podem apresentar tendéncias diferentes a depender das escalas
temporais e espaciais em uma floresta tropical umida (TATAGIBA et al., 2007; GLYNN et al.,
2007; MARCETIC et al., 2017)
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No periodo mais seco, o maior rendimento de P. multinodum foi as 06:00h e no chuvoso
as 12:00h. Alguns estudos apontam a mudanga no contetido em massa de terpenoides ao
estresse hidrico. Na literatura ¢ descrito que a fotossintese das espécies vegetais € limitada pelo
estresse hidrico, sendo que esse fator altera: as taxas de absorc¢do e circulagdo de nutrientes e¢;
alocagdo de carbono entre as raizes e as areas meristematicas.

Existe uma hipétese denominada equilibrio de crescimento—diferenciacdo, na qual ¢é
postulado que ha um trade-off fisioldgico entre o crescimento e o metabolismo especializado
(GLYNN et al., 2007; MARCETIC et al., 2017). Nesta hipotese é estabelecido que conforme
uma planta se aclimata as limitagdes de nutrientes e/ou agua, o estado de alocacao de equilibrio
¢ previsto e as restri¢gdes iniciais na fotossintese sao diminuidas, levando a um aumento
excessivo de fotoassimilados produzidos e, possivelmente, a um direcionamento para o
metabolismo especializado e para seu acaimulo (GLYNN et al., 2007). Marceti¢ e colaboradores
(2017) descreveram que essas tendéncias no acumulo de metabolismo especializados podem
responder de maneira diferentes a depender da escala espacial (espécie, 6rgao ou regido).

Estudos com espécies aclimatadas ao ambiente imido revelaram diferentes respostas a
inducdo ao estresse hidrico, por exemplo, algumas espécies aumentaram os rendimentos nesta
condi¢do, como Anethum graveolens L. (Apiaceae), Artemisia dracunculus L. (Asteraceae),
Cuminum cyminum L. (Apiaceae), Ocimum basilicum L. (Lamiaceae), Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf (Poaceac), Picea abies (L.) H. Karst. (Pinaceae), Pinus sylvestris L. (Pinaceae) e
Salvia officinalis L. (Lamiaceae). No entanto, outras espécies tendem a ndo ser afetados pela
seca, como o Artemisia annua L. (Asteraceae), Coriandrum sativum L. (Apiaceae) e Thymus
vugaris L. (Lamiaceae), mas aumentou em condi¢des de maior abastecimento de agua
(TURTOLA et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2008; ORMENO et al., 2007; SANZ et al.,
2014; MARCETIC et al., 2017). Cabe lembrar que P. multinodum ¢ uma espécie altamente
adaptada ao ambiente imido.

Espécies como Piper aduncum L. e P. hispidinervum C.DC. com caracteristicas satélites
como P. gaudichaudianum, em situagdo de estresse hidrico, tendem a diminuir os rendimentos
dos OEs (SILVA, 2009; JACINTO et al., 2018). Essa constatacdo deve ser mais bem explorada
em novas investigacdes para compreender os mecanismos que levam a esse processo, ja que as
duas espécies dessa Tese possuem comportamentos ecoldgicos distintos (satélite e nucleares)
e, ainda assim, acumulam mais OEs em periodos secos.

O perfil quimico dos OEs de P. gaudichaudianum variou nos estudos sazonais e

circadianos. O primeiro estudo de caracterizagdo quimica do OE dessa espécie foi realizado
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com amostra obtida no municipio de Sapiranga, Rio Grande do Sul (Brasil) e descreve uma
composi¢ao quimica rica no sesquiterpeno nao oxigenado a-humuleno (37,5%) (VON-POSER
et al., 1994). Para esse mesmo Estado brasileiro foram descritos no municipio de Riozinho os
sesquiterpenos E-nerolidol (22,1-22,4%) e o-humuleno (16,5-37,5%) como majoritarios
(PERES et al., 2009; SPEROTTO et al., 2013). No municipio de Santa Maria a predominancia
foi do arilpropanoide dilapiol (57.8-70.5%) (SCHINDLER; HEINZMANN, 2017).

No Estado do Parana (Brasil), em diferentes localidades do municipio de Curitiba, foram
identificados como majoritarios as substancias longipinanol (19,1%) e 5-epi-7-epi-a-eudesmol
(13,3%) (KRINSKI et al., 2016); 1-epi-cubenol (24,2%) e cadaleno (33,7%) (KRINSKI et al.,
2018); e E-cariofileno (17,8%) e B-pineno (13,2%) (KRINSKI et al., 2018). No mesmo Estado,
no municipio de Antonina foram encontrados &-cadineno (45,3%) (BERNUCI et al., 2016);
germacreno B (21,5%) e 6 — cadineno (9,4%) como os majoritarios (SILVA etal., 2019; SILVA
et al., 2020). Em Diamante do Norte (PR), os majoritarios foram identificados como E-
cariofileno (7,3 — 7,4%), B-pineno (3,8 -6,6%) e 6-cadineno (5,6-7,1%) (QUIQUI et al., 2019).
No municipio de Piraquara (PR), 1-epi-cubenol (25,1%) ¢ eudesm-7(11)-en-4-ol (28,4%) foram
os majoritarios das amostras. Amostra rica em viridiflorol (27,5%) e aromadendreno (15,6%)
foi encontrada para o municipio de Porto Velho, no Estado de Rondénia (MORALIS et al., 2007);
germacreno B (21,5%) e o-cadineno (9,3%) no municipio de Araquari, no Estado de Santa
Catarina (CHAABAN et al., 2018). Além desses estudos, foram encontrados nas amostras
como componentes majoritarios a-selineno (16,6%) e a-humuleno (13,3%) para o municipio
de Sao Paulo, no Estado de Sao Paulo (ANDRADE et al., 1998);

Nos OEs foliares de P. gaudichaudianum desta Tese o biciclogermacreno foi
identificado como majoritario. Esse sesquiterpeno nao oxigenado foi encontrado também
majoritariamente nos OEs de algumas espécies do género Piper, como por exemplo, P.
aduncum L. (20,9%) (BERNUCI et al., 2016); P. amalago L. (27,9%) (MORANDIM-
GIANNETTI et al., 2010); P. arboreum Aubl. (49,5%) (NIVICKIENE et al., 2006); P.
cernuum Vell. (25,1%) (MORANDIM et al., 2010); ¢ P. manausense Yunck. (41,0%)
(ANDRADE et al.,, 2005a). O E-nerolidol apresentou elevados teores nos OEs de P.
gaudichaudianum no periodo da fase reprodutiva. Variagcdes quimicas nos OEs das folhas por
possivel influéncia fenoldgica ja foram descritas para varias espécies (FARHAT et al., 2016;
DAGHBOUCHE et al., 2020; HAZRATI et al., 2020; RAMOS et al., 2020). Sabe-se que
sazonalmente sdo estabelecidos padrdes de alocacdo de recursos para responder as diferentes

demandas fisiologicas associadas ao crescimento, defesa e reprodugdo (GOMES et al., 2019;
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RAMOS et al., 2020). Piper mollicomum Kunth, por exemplo, no periodo vegetativo
apresentou-se com teores elevados do monoterpeno oxigenado linalol. Quando se estabeleceu
o periodo reprodutivo, a biossintese foi direcionada para a produgao do monoterpeno oxigenado
1,8-cineol (RAMOS et al., 2020).

O E-nerolidol ¢ um dos principais componentes dos buqués florais noturnos
denominados de "imagens olfativas brancas", além de exercer papel importante na protegao
contra herbivoros. No ultimo caso, essa substancia sob catalise de terpeno-sintases, €
subsequente degradacao oxidativa do alcool por uma monooxigenase do citocromo P-450, via
intermediario, forma o 4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno (DMNT), principal homoterpeno
responsavel pela atragdo de parasitoides ¢ predadores de herbivoros (BALAO et al., 2011).
Além disso, existe na literatura a premissa que a emissao de volateis induzida por herbivoros
seria facilitada pela capacidade de manipular de forma precisa a quantidade e a composicao dos
volateis por meio da expressdo alterada de genes que codificam etapas em sua biossintese
(PICHERSKY; GERSHENZON, 2002). Estudo com Cucumis sativus L. (Cucurbitaceae)
demonstrou que os ataques constitutivos de herbivoro levam a ativagdo de genes para a
decodifica¢do da E-nerolidol sintase para a produ¢cdo de DMNT (BOUWMEESTER et al.,
1999).

Outro ponto a ser ressaltado refere-se a um estudo que avaliou as variagdes na herbivoria
de Piper por espécies do género Eois (Hiibner, 1818) (herbivoros especializados) em diferentes
padrdes de floresta (secas e umidas) e variagdes de fatores abidticos. Destacou-se que a
incidéncia de parasitismo de Eois aumentou significativamente com o aumento da precipitacao,
principalmente em floresta imida (CONNAHS et al., 2009). Isso direciona para a hipotese de
que P. gaudichaudianum durante sua historia evolutiva, adaptou-se para adquirir essa
plasticidade fenotipica quimica (aumento de E-nerolidol) como mecanismo para responder as
questdes ambientais, que sdo fruto da pressdo ecoldgica exercida pela herbivoria, como a
causada por Eois.

Em contraponto, tem-se também descrito na literatura que o reconhecimento da emissao
de homoterpeno leva a reducdo da preferéncia do polinizador ou na eficiéncia da transferéncia
de pélen (CHAUTA et al., 2017). Outra questao que fortalece a argumentagdo proposta para P.
gaudichaudianum ¢ que os volateis de folhas e flores podem diferir, mas agem
sinergisticamente para atrair visitantes. As diferencas na quimica de folhas e flores ndo sdo
inesperadas, j& que as plantas estdo sob selecdo para atrair polinizadores para as flores e,

contudo, dissuadir os herbivoros das folhas (PARACHNOWITSCH; MANSON, 2015). Em
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estudo com Nicotiana attenuata Torr. ex S.Watson e Datura wrightii Regel (Solanaceae) foi
demonstrado que a presenga do odor da folha aumenta ainda mais a atracdo pela mistura de
flores polinizadas por mariposa. Essa interacdo das misturas de flores e folhas pode, portanto,
ser vista como uma estratégia para otimizar a mensagem olfativa, e assim, melhorar a orientagao
da fonte alimentar com base em odores de maneira mais segura ¢ sem risco de atracdo
equivocada (KARPATI et al., 2013).

Durante o dia, outras substincias do OE de P. gaudichaudianum apresentaram
alteragdes nos teores percentuais ao ponto de passar o teor da substancia majoritaria principal,
o biciclogermacreno. Na literatura ¢ descrito que a maioria das plantas emite sinais de volateis
terpenoides ao meio-dia ou no inicio da tarde, regulados pela luz ou pelo relégio circadiano
interno (DUDAREVA et al., 2003). O aumento da radia¢do proporciona o aumento dos teores
e de emissdo a partir de estimulo por eliciagdo nos genes relacionado a biossintese de
sesquiterpenos. Por exemplo, os teores do sesquiterpeno E-nerolidol foram aumentados de
acordo com a taxa de fluéncia de radiagdo UV-B em folhas jovens e maduras de Vitis vinifera
L. Vitaceae (GIL et al., 2012). Esse fato fortalece a hipétese da fun¢do do E-nerolidol no
processo de protecdo de P. gaudichaudianum. Além disso, terpenoides foram reconhecidos por
seu papel protetor em condi¢des de alta temperatura e outros estresses ambientais (BEHNKE
etal., 2010; LORETO et al., 2014; SRIVASTAVA et al., 2020).

No estudo circadiano foi observado que as dindmicas relacionadas a produgdo das
substancias foram marcadas pelo mesmo padrao entre o dia e a noite nas duas estagdes (seca e
chuvosa). Observou-se que em alguns momentos do ciclo circadiano existiu o aumento do teor
percentual relacionado ao aumento de fatores abidticos, como mencionado anteriormente, o que
indica que o reldgio circadiano interno também regula a produc¢do e o processamento dos
componentes dos OEs. Notorio € que as eliciacdes por fatores abiodticos e bidticos podem
maximizar ou bloquear a producdo dos componentes como respostas fisiologicas ou
moleculares, principalmente, aos fatores temperatura, umidade, intensidade e qualidade da luz
(ZENG et al., 2017; LIEBELT et al., 2019).

As alteracdes quimicas ritmicas entre os componentes quimicos do dia e da noite nos
levou a descrever, pela primeira vez, evidéncias substanciais da formagdo de um possivel
cronotipo a partir do OE de P. gaudichaudianum. O cronotipo esta associado a preferéncia
obtida ou observada a partir de determinados comportamentos fisioldgicos sincronicos,

principalmente, diferenciados pelos periodos dos dias e das noites. O cronotipo também esta
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associado a diferengas no tempo entre os varios eventos fisiologicos nas diferentes escalas
espago-temporais (APOSTOL, 2011; SHAWA et al., 2018; HOTTA, 2021).

No estudo circadiano foi observado que as dinamicas relacionadas a producao das
substancias volateis a partir dos esqueletos de carbono foram marcadas pelo mesmo padrao
entre o dia e a noite nas duas estagdes. Observou-se que em alguns momentos existiu o aumento
da porcentagem relacionada aos fatores abidticos, como mencionado anteriormente, o que
indica que o relégio circadiano interno também regula a produgdo dos precursores e a
configuragdo dos esqueletos de carbono dos componentes dos OEs. Estudos sobre a expressao
de genes associados as vias metileritritol-fosfato (MEP) e mevalonato (MEV) demonstraram
desempenhar papéis cruciais na modula¢do do ritmo circadiano (DUDAVERA et al.,2003;
2013; ZHENG et al., 2017).

Portanto, nossos achados despertam para as possibilidades de alterac6es nas atividades
biolégicas e para as indicacdes no uso popular e ritualistico de P. gaudichaudianum
relacionadas a época e hora de coleta.

Do ponto de vista ecologico, a alteragcdo da composi¢cdo quimica em funcdo da hora/
més langa luz para a preocupagdo na coleta de amostra para obtengdo de OEs utilizados na
construgdo de modelos de isca experimental para morcegos (MIKICH et al., 2003; BIANCONI
etal.,2007; BIANCONI et al., 2012; LEISER-MILLER et al., 2020). Até o presente momento,
sabe-se que a emissao de substancias volateis ¢ importante para essas espécies (BIANCONI et
al.,, 2012). Os esqueletos de carbonos dessas substdncias na planta inteira agem como
aleloquimicos (cairomonas, alomonas ou sinomonas) que garantem a efetividade das interagdes
interespecificas nas interacdes com os receptores celulares. Essa compreensdo com P.
gaudichaudianum nos leva ao questionamento: a complexidade e rigidez estruturais das
substancias volateis alteram a sensacao olfativa no processo de atracdo ou repulsédo para os
mamiferos (principalmente em morcego)? Existem poucas evidéncias sobre esse
questionamento. Até o presente momento, sabe-se que as caracteristicas estruturais (padrao de
ramificacdo das cadeias carbonicas, cargas, ligacdes de carbono ndo saturadas, entre outras) e
os grupos funcionais (4cidos carboxilicos, alcool e aldeidos, por exemplo) presentes alteram
significativamente a qualidade do odor perceptivel (UCHIDA, 2000; GADZIOLA et al., 2020;
MURATA, 2020). Por exemplo, os alongamentos das cadeias carbonicas levam ao surgimento
de odores pungentes (MURATA, 2020). Além disso, sabe-se que pequenas alteracdes
enantioméricas e estruturais podem levar ao isolamento sexual e constribuir para o processo de

especiagdo de espécies (WICKER-THOMAS et al.,, 2011; HEMBRY; WEBER, 2020).
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Adicionalmente, foi descrito que duas populagoes de tragas (Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796))
que vivem em uma mesma regido estdo sendo isoladas sexualmente por uma modificacdo em
uma dessaturase envolvida na biossinte de feromonios (WICKER-THOMAS et al., 2011).
Portanto, como base em outros estudos, pode-se sugerir que as diferencas dos constituintes
quimicos volateis diurnos e noturnos do OE de P. gaudichaudianum exergam alguma influéncia
na interacdo dessa planta com insetos, mamiferos e passaros, campo fértil para estudo.
Analises com base no Nox € PO para os dois estudos (sazonal e circadiano), quando
comparados os valores com o precursor da respectiva classe quimica ou tipo de terpeno,
registrou-se que as substancias produzidas mantiveram os numeros de PO. Apesar de ser
amplamente descrita a falta de seletividade das enzimas terpenos sintases (VATTEKKATTE;
BOLAND, 2020) ¢ a grande diversificagdo em esqueletos terpénicos (SAYURI et al., 2010),
ndo houve um aumento no grau de oxidacdo dos constituintes quimicos produzidos. Esse
achado foi descrito em um estudo de quimiotaxonomia a partir de terpenoides em Asteraceae
(EMERENCIANO et al., 2006) ¢ na analise dos padroes temporais de produgdo de esqueletos
em Oleos essenciais de Baccharis microdonta Steud. ex Baker e Baccharis elaeagnoides DC.
(SAYURI et al., 2010). Os estudos descritos anteriormente sobre esse tipo de analise
quimiossistematica com base em correlacao evolutiva, postulam que a producao e diversidade
de metabdlitos especializados atingem o maximo em taxons mais evoluidos. No entanto, em
grupos que apresentam essas diversificagdes em metabdlitos, a evolugdo tende a encontrar o
equilibrio oxidativo, mantendo sempre uma ou duas classes ndo oxidadas. Por exemplo, tém-
se os flavonoides/ terpenoides (EMERENCIANO et al., 2006), iridoides (DAS et al., 1987) e
limonoides (KAPLAN; GOTTLIEB, 1982). Em outros grupos taxonOmicos, as variagdes
podem ser na diversidade de esqueletos produzidos. Em abordagem geral, mesmo em nivel
hierarquico mais baixo que as Asteraceae, esse fato pode ter ocorrido com P. gaudichaudianum.
Porém, andlise quimiossistematica mais aprofundada merece ser realizada. No entanto, cabe
ressaltar, que essa analise quimiossistematica ¢ uma abordagem estatica e que se baseia apenas
na auséncia e na presenca de substancias na mistura. A Teoria Redox desenvolvida por Gottlieb
(1989) tem sido amplamente estudada durante décadas, e demonstrou que a evolucdo de
micromoléculas procede por oxidacdo de substancias altamente oxidadas. Foi postulado que as
vias oxidativas em plantas ocorrem paralelamente a um mecanismo de prote¢do contra
degradacao oxidativa, refletido diretamente sobre o papel do oxigénio atmosférico
(GOTTLIEB; KAPLAN, 1993). Esses achados levaram ao desenvolvimento e aplicagdo de

metodologias quantitativas estaticas para avaliagao dos avancgos evolutivos das espécies, a partir
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dos padroes de micromoléculas (GOTTLIEB, 1982a; GOTTLIEB; BORIN, 2012; FEITOZA;
LIMA, 2020), como discutido na Introducdo desta Tese. Notdério que as reagdes redox
(Redugao-Oxidagao) fazem parte do ciclo metabodlico das plantas, principalmente, nos
processos fisiologicos de respostas plasticas as variagcdes sazonais € sob comando do reldgio
circadiano (DIETZ; PFAMMSCHMIDT, 2011). Normalmente, esse processo envolve
mecanismos quimicos complexos. Portanto, avaliar esses padrdoes de oxidagdo molecular a
partir de uma mistura faz-se necessario para de fato compreender o mecanismo Redox em escala
temporal fluida e com base em modelo nao-estatico. Lancar luz sobre a quantificagdo do
metabolito em uma mistura € o primeiro passo para ponderar esse grau de oxidacdo
desenvolvido nesta Tese pelos calculos dos indices Nor € IEor.

Nestes indices deve-se atentar para a necessidade de padronizagdo da técnica de
quantificagdo aplicada (por exemplo, CG-EM, CG-DIC, CLAE-EM e CLUE-EM) para permitir
a comparacdo dos dados e garantir a melhor quantificagdo para reduzir os resultados
interferentes. O célculo falha se a comparacdo do IEor € feita entre amostras que foram
quantificadas usando diferentes metodologias. Esse indice ¢ explicado por quanto maior o valor
obtido (mais proximo de zero), maior a oxidagdo das substancias da mistura e vice-versa;
quanto mais distante um valor esta do zero, maior ¢ a redugao.

O IEor, conceitualmente, podem ser aplicados amplamente em ecologia, quimica pura
e desenvolvimento de produtos (autenticacao). Por exemplo, em ecologia quimica em nivel da
a-quimiodiversidade, pode predizer e explicar um padrdo sobre mudancas no metabolismo
induzidas por fatores abioticos e ontogénicos, bem como interagdes em nichos ecoldgicos. No
nivel da B-quimiodiversidade, o IEor permite correlacionar e explicar fendmenos relacionados
as flutuagdes adaptativas do metabolismo especial dos espécimes em diferentes locais.
Finalmente, em nivel da quimiodiversidade vy, este indice ajuda a compreender as mudangas ao
nivel interespécies que ocorrem pela sucessdo ecologica.

O estudo circadiano ¢ sazonal do OE de P. gaudichaudianum e P.multinodum
demonstrou valores de IEor que descrevem o movimento natural metabdlico e que se direciona
para um possivel equilibrio redox ao longo do dia. Além disso, esses valores de IEor fortalecem
a hipdtese de protegdo que os metabolitos especializados exercem em condi¢des de estresse
para minimiza¢do das formagdes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS). Todas essas variagdes t€ém como intuito garantir o pleno funcionamento e

manuten¢do da fisiologia vegetal (DIETZ; PFANNCHMIDT, 2011;J IMENEZ et al., 2021).
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Estudo comparando os efeitos de adaptacdo e danos causados em folhas de uvas
demonstrou que o metabolismo dos isoprenoides foi modulado seguindo taxas de UV-B. Além
disso, esse estudo associou os danos causados a geragao de ROS pelo aumento de energia de
excitagdo (GIL et al., 2012). Na literatura é descrito que os terpenoides volateis (monoterpenos
e sesquiterpenos) sao rapidamente combinados com ROS e que essas reagdes sdo estimuladas
por mudangas nas condi¢des de luz e temperatura (GIL et al., 2012; JAISWAL; AGRAWAL,
2021). Portanto, nossos achados sao compativeis com esses dados.

Igualmente, os dados obtidos com os valores de IEor em um nivel macro metabdlico
corroboram com a Teoria Redox, que postula que em nivel de oxidagdo no metabolismo
especializado requer a existéncia de sistemas antioxidantes binarios. Ou seja, existira uma
balanga para garantir uma proporcao de classes de substancias no sistema que podem variar em
quantidade (abundancia) ou em poder redutor (alto potencial), no intuito de atingir o “poder
redutivo geral”, considerada como uma homeostase metabdlica (GOTTLIEB; KAPLAN,
1993).

Assim, conseguimos provar o conceito de que um novo indice (IEor) ¢ extremamente
util para avaliar misturas complexas em escalas de tempo-espaco € que este ¢ totalmente
compativel com a Teoria Redox. Seu uso trard enormes beneficios as discussdes acerca de, por
exemplo, por que uma determinada espécie vegetal tem enormes gastos energéticos para
modificar sua composi¢do quimica volatil ao longo de 24h, de meses, de anos?

Os quimiotipos em P. gaudichaudianum sdo derivados das diversas intera¢des
ecologicas dessa espécie. Thymus vulgaris L. (tomilho), espécie pioneira e invasora em muitos
paises, apresentou modulacdes fenotipicas quimicas nos terpenos presentes nos OEs em
diferentes posicoes geograficas e em avaliagdo sobre o efeito de borda de mata. Foi descrito
que a resposta plastica quimica estava relacionada, principalmente, aos fatores ambientais e que
0 mecanismo mais importante para sucesso da invasdo na borda de mata estd associado a
presenca do quimiotipo de carvacrol (NIELSEN et al., 2014), favorecendo argumento para
diversificagdo espacial dos quimiotipos presentes em P. gaudichaudianum, que também tem
caracteristicas pioneiras. A existéncia de quimiotipos em Piperaceae vem sendo descrita nos
ultimos dez anos (TESCHKE et al., 2011; MONZOTE et al., 2017; SALEHI et al., 2019;
RAMOS et al., 2020).

As composi¢des quimicas dos OEs das espécies cultivadas em P. gaudichaudianum em
ambiente controlado foram obtidos pela primeira vez. Esse resultado contribui principalmente

para o uso medicinal e ritualistico de comunidades religiosas Afro-brasileiras, que cultivam
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espécies silvestres em torno de seus espacos sagrados. Além disso, esses espécimes de matriz
servem como o principal meio de replicacdo nas hortas caseiras dos profissionais e podem,
teoricamente, alterar o efeito terapéutico esperado das espécies selvagens (FATUMBI, 1995;
GUEDES et al., 1985). Ressaltamos que existem varios fatores que alteram a composigdo
quimica dos OEs, por exemplo abioticos e bidticos (SANGWAN et al., 2001). A diferenga de
idade entre as trés espécies cultivadas e silvestres estudadas ¢ um fator limitante e deve ser
explorado em maior escala de tempo. No entanto, as diferentes respostas plasticas obtidas pelas
espécies estudadas refletem a complexidade do mecanismo envolvido. Satureja hortensis L.,
popularmente conhecida no mediterraneo como garden savory, apresentou nas espécies
cultivadas uma composi¢ao rica em monoterpeno carvacrol e na silvestre o timol (BASER et
al., 2004). Além disso, sabe-se que a selec¢do leva a mudangas microevolutivas na composi¢ao
e na diversidade de metabolitos especializados, que podem ocorrer em apenas algumas geragdes
em escalas de tempo relevantes para interagdes ecologicas e formas de cultivo. O fornecimento
de safras em geragdes ¢ uma ferramenta importante para a determinagdo de caracteristicas
fenotipicas permanentes em espécies, principalmente, no processo de determinagdo e
diferenciagdo de quimiotipos e geotipos, respectivamente (KESSLER; KALSKE, 2018;
GERVASI; SCHIESTL, 2017; AGRAWAL et al., 2012).

Os OEs dos diferentes 6rgaos de P. multinodum apresentaram diferentes composi¢des
quimicas qualitativa e quantitativamente. Os diferentes perfis de expressdo génica em diferentes
orgaos sdo esperados, consequentemente, a produgdo de enzimas pode ser favorecida de uma
forma mais expressiva em alguns tecidos em relagdo a outros (HAJDARI et al., 2016), bem
como cada estrutura vegetal possui diferentes caracteristicas de lignificacdo (morfoldgicas) e
fungdes ecoldgicas (atragdo de polinizadores, defesa contra patdégenos e herbivoria) (ABBAS
etal., 2017). Os perfis que levam a distingdo de vias biossintéticas nos 6rgaos foram observados
para Piper mollicomum (RAMOS et al., 2020), no entanto, ¢ a primeira vez que ¢ descrito para
P. multinodum. Esses achados sdo importantes para compreensdao dos conhecimentos
quimiofenéticos, como também, para abordagens cldssicas em quimiotaxonomia no género
Piper.

Nos orgaos aéreos (galhos, folhas, inflo- e infrutescéncias) de P. multinodum a
substancia majoritaria foi identificada como a-pineno. No género Piper, OEs foliares tém sido
obtidos com teores percentuais elevados dessa substancia, por exemplo, Piper aequale Vahl
(39,3%) (SETZER et al., 2008); P. amalago L. (30,5%) (POTZERNHEIM et al., 2006); P.
anonifolium Kunth (53,1%) (ANDRADE et al., 2005b); P. lucaeanum var. grandifolium
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Yunck. (30,0%) (MARQUES et al., 2015); e P. rivinoides Kunth (73,2%) (PERIGO et al.,
2016). O arilpropanoide E-metil isoeugenol foi identificado nos caules principais e em teores
mais baixos nos galhos (caules secundarios) de P. multinodum. Esta substancia também foi
encontrada no OE de folhas de Piper marginatum Jacq. (27,1%) (SANTANA et al., 2015). O
isdmero configuracional do E-metil isoeugenol foi identificado em altos teores no OE de Piper
divaricatum G. Mey. (63,8 - 93,3%) (SILVA et al., 2010; 2012; 2014). Estudos ecoldgicos
mostram sistematicamente o papel do E-metil isoeugenol na atracdo de moscas-das-frutas,
principalmente, Bactrocera (Macquart, 1835) e na defesa contra herbivoros (TAN; NISHIDA,
2012; ROYER et al., 2018). Ressaltamos que os principais polinizadores em Piperaceae sdo as
espécies da ordem Diptera (FIGUEIREDO; SAZIMA, 2000).

Outro arilpropanoide identificado no OE das raizes foi a euasarona (y-asarona/
isoasarona). No género Piper sao descritos baixos teores dessa substancia, por exemplo, na
espécie de Piper sarmentosum Roxb., amplamente utilizada na Asia para tratamento de tosse,
resfriado, febre, reumatismo, artralgia, diarreia, disenteria, inchago pos-parto nos pés, dor de
estdmago, dor de dente, diabetes e lesdes traumaticas (QUI et al., 2010; SU et al., 2020).
Adicionalmente, essa substancia ¢ abundante em raizes de espécies medicinais de angiospermas
basais, como a asiatica Acorus calamus L. (25,4%) (VETELAINEN, 2021) e nos troncos de
Aniba hostmanniana (Nees) Mez (98,6%) (Lauraceac) da América tropical (GOTTLIEB,;
ROCHA, 1972). Além disso, seus isomeros a € -asarona sao amplamente estudados, devido
efeitos sedativos, hipolipidémicos, imunossupressores, antiinflamatoérios, antioxidantes,
diuréticos, inseticidas, antifingicos, anticancer, antiespasmodicos e anticonvulsivantes
(BELOVA etal., 1985; CHELLIAN etal., 2017; BAl et al., 2020). Estudos comparativos entre
os isdmeros realizados por Berg e colaboradores (2016) demonstraram, pela primeira vez, que
a y-asarona ndo ¢ mutagénica, em contraste com uma ampla variedade de congéneres
estruturalmente semelhantes, que também ocorrem em alimentos e medicamentos fitoterapicos.
Em contraponto, os isdmeros propenilicos a- ¢ f-asarona foram mutagénicos na presenga de

um homogenato de figado metabolicamente ativo.



Figura 77- Relagdo biossintética entre arilpropanoides em Piper multinodum do metabolismo especializados e sua diferencia¢do nas diferentes
partes vegetativas analisadas.
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As analises dos OEs das diferentes partes vegetais de P. multinodum nos permitiu
observar a existéncia de correlagdes biossintéticas, levando-nos a propor o esquema da figura
77. Gottlieb e colaboradores (1996) descreveram a existéncia de uma relagdo antagonica entre
as vias do mevalonato e do chiquimato, em uma relagdo inversamente proporcional. Esse fato
explica a predominancia de monoterpenos (vias do MEP e MVA) nas partes aéreas e sua
reducdo significativa ao longo do tempo, bem como a predominancia de arilpropanoides (via
do chiquimato). Notoriamente, espera-se que a rota biossintética seja cancelada, e os produtos
gerados pelo chiquimato sejam totalmente consumidos no processo de dimerizagao, por meio
de acoplamento oxidativo radicalar para a formagao de lignanas e/ou neoligananas (KATO;
FURLAN, 2007; DEWICK, 2002).

A formacao apos a conversao da fenilalanina em acido p-curmarico e posterior oxidagao
leva ao acido feralico. Esse ultimo podera ser oxidado ou reduzido, podendo formar dois
diferentes produtos, alcool sinapilico ou alcool coniferilico, respectivamente. Na proposta para
as partes mais aéreas (folha, inflorescéncia e infrutescéncia), o acido sindpico tem possivel
preferéncia de formacgdo. Esse ¢ convertido em dlcool sinapilico por meio de oxidagdo (Oz),
seguido de metilagdo por ativagdo do cofator enzimatico S-adenosilmetionina (SAM). Em
seguida, os produtos sofrem redugdes pela agdo enzimatica do cinamiol-CoA (CCR) e alcool
cinamilico desidrogenase (CAD). Nas partes inferiores (caule e raizes) o acido ferulico passa
por reducdo a um aldeido (coniferaldeido) pela enzima CCR e seguida por CAD, formando o
alcool coniferilico; seguido pela formacdo por reducdo em isoeugenol. Esse tltimo ¢ metilado
para formar E-metil-isoeugenol nos galhos. Por meio da oxidagdo no carbono 4, seguido de
metilacdo ¢ formado a euasarona. A formacao do grupo metilenodioxilico nos arilpropanoides
¢ predominante na inflorescéncia. Muitas vezes esses anéis sdo formados por enzimas da
superfamilia do citocromo P450 (KATO; FURLAN, 2007; DEWICK, 2002).

Os dados do IEor de diferentes 6rgdos demonstram um gradiente redox das folhas
(misturas mais oxidadas) em direcao as raizes (misturas mais reduzidas) (Figura 77). As
diferentes fungdes desempenhadas pelos 6rgaos levam a diferentes expressdes enzimaticas e,
consequentemente, refletem-se nos valores de IEor das misturas. Alguns pontos para P.
multinudum devem ser destacados: 1) As folhas sdo o principal 6rgdo de respiragdo e
fotossintese, portanto, produzem mais espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio; 2) As
raizes sao o principal 6érgao de fixacao (fungao estrutural) da espécie ao solo para a absor¢ao de

substancias essenciais (dgua e micronutrientes), como também se encontram em maior contato
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com a microbiota do solo; 3) Sabe-se que nos OEs as vias do isopreno (acetato-mevalonato e
metilertrose fosfato) geram produtos mais oxidados em relacdo a via do chiquimato, que
produzem substancias mais reduzidas (DEWICK, 2002); (4) O OE de raizes de P. multinodum
¢ rico em substancias da classe dos arilpropanoides que sao “blocos de construcao” e facilmente
convertidos em outras substancias, como lignanas e ligninas. Essas substancias sdo essenciais
para a vascularizacao (xilema), rigidez, defesa contra o ataque microbiano (fitoalexinas) e na
interagdo planta-microbio (EMILIANI et al., 2009; CHEN et al., 2020; VRIES et al., 2021).
Face a essas consideracdes, por que existem diferencas redox entre os diferentes 6rgaos de P.
multinodum? Primeiramente, em discussdes anteriores com P. gaudichaudianum foi
destacado o papel de metabolitos especiais contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(JIMENEZ et al., 2021). Para entender a discussdo central no que tange as diferengas oxidativas
apresentadas, ¢ possivel elencar dois ambientes para P. multidonum, um (1) com maior tensao
de oxigénio (hiperdxia) no qual as partes aéreas (folhas) se encontram, e outra, (2) com menor
tensdo de oxigénio (hipoxia) caracterizada por partes subterraneas (raizes). Ao longo da
evolucdo, essa tendéncia a hiperdxia levou a uma diversificacdo na dire¢do de gerar metabolitos
mais oxidaveis, criando um equilibrio entre produgdo e acimulo com fun¢ao de prote¢ao em
diferentes compartimentos do vegetal. Nesse sentido, ha de se considerar compartimentos na
mesma planta com alta producao para acimulo de metabdlitos e outro com produgao sustentada
para consumo imediato (GOTTLIEB, KAPLAN, 1993; MAEDA; FERNIE, 2021). Como
segunda consideragdo para responder ao questionamento, podemos langar médo do estudo
realizado por Rogge e colaboradores (1998). Os autores descreveram caracteristicas do
metabolismo respiratorio de raizes em florestas tropicais. Em um ambiente com hip6xia hd uma
mudancga da rota metabolica aerdbia para a rota anaerobia, na qual, CO; e uma baixa quantidade
de ATP sdo produzidos e como recurso de compensagdo ha uma aceleracdo da glicolise e
actimulo de fitotdxicos (etanol, lactato e acetaldeido). Essa aceleracdo da glicdlise desencadeia
uma diversificagdo de substancia, resultando no aumento dos precursores de vias presentes nos
plastidios, como o 4cido chiquimico e o fosfato de metileritrose, substratos iniciais da via de
producdo de arilpropanoides e monoterpenos. Sabe-se que o metabolismo evoluiu em certos
ambientes (antigos), inicialmente mediado por reacdes ndo enzimaticas que auxiliavam na
protecao contra xenobioticos (MAEDA; FERNIE, 2021). No entanto, com a especializagao do
metabolismo e selecdo natural, nesse ambiente que sdo geradas grandes quantidades de

substancias fitotoxicas, a biossintese provavelmente favorecera a produgdo de substincias com
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maior potencial oxidavel (substancia reduzida) e / ou com capacidade de capturar / quelar outras
substancias com potencial fitotéxico (de maneira ndo enzimatica). Portanto, a producio de
misturas mais reduzidas pelas raizes sugere a possibilidade dessa diferenca ser resultado da
historia evolutiva de P. multinodum, derivada da hipoxia, protecdo contra patdgenos e
agentes estimuladores. Essa argumentagdo permite a construgdo de uma hipdtese de protegio
multipla que estende a relacéo causa-efeito para o acimulo, consumo e producgdo de blocos de
construcdo na biossintese. Esse argumento para P. multinodum poderia explicar a mesma
ocorréncia para algumas espécies do género Piper que apresentam composi¢des de OE
diferentes entre as raizes e folhas, como Piper aduncum L. (PACHECO et al., 2016), P.
mollicomum Kunth (RAMOS et al., 2020), P. sarmentosum Roxb (HEMATPOOR et al., 2017)
e P. marginatum Jacq. (BAY-HURTADO et al., 2016).

No periodo do estudo sazonal os teores de monoterpenos foliares foram maiores nos
meses relacionados a reproducao, no entanto, no periodo mais seco e com a espécies em estado
reprodutivo com inflorescéncia, apresentaram os maiores teores no periodo da noite. Para P.
gaudichaudianum foi descrito, extensivamente, a fungdo exercida dos terpenoides na
comunica¢do planta-animal, planta-planta, planta-microorganismo e planta-inseto. Para
Piperaceae ha importancia ecoldgica para morcegos, mariposas € lepidopteros. Na literatura ¢
sugerido que os monoterpenos nas gimnospermas € angiospermas evoluiram, principalmente,
para dissuasao de herbivoros e a atragcdo de polinizadores. No entendimento de alguns autores
essa seria uma funcdo secundaria. Como demonstrado na introducao desta Tese, esta hipotese
¢ apoiada pela presenca, sugerida, de muitos monoterpenos no ancestral de todas as plantas com
sementes, muito antes da radiagdo das plantas com flores. E importante ressaltar que os
monoterpenos ndo foram uma novidade evolutiva associada a origem e evolucao das flores.
Algumas substancias de perfume floral ndo sdo produzidas exclusivamente por flores, mas
também sdo encontrados em outras partes vegetais (SCHIESTL, 2010; PARACHNOWITSCH;
MANSON, 2015). Nota-se também que essas substancias podem exercer funcdes duplas:
dissuasdo e atracao (HEIL, 2008; SCHIESTL, 2010). Isso poderia explicar porque muitas vezes
sdo encontrados os mesmos monoterpenos em folhas e flores. Porém, a emissao floral poderia
apresentar padrdoes com modificacdes significativas, e a presenga de derivados de C¢-Cs nas
inflorescéncias de P. multinodum podera ser um indicativo da participagdo do boque floral na
atracdo de polinizadores e facilitar o direcionamento para esse 6rgao reprodutivo. No entanto,

precisa ser melhor investigado.
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O a-pineno e o esqueleto carbono pinano apresentaram teores elevados (15%- 64%) ao
longo dos dois estudos com P. multinodum. Esse ¢ um monoterpeno biciclico com diversas
aplicagcdes industriais em alimentos, medicamentos e cosméticos. Muitas atividades
farmacologicas para esta substancia ja foram descritas, tais como antibacteriana, antifiingica,
antileishmania, antiinflamatéria, antioxidante, antiviral, antiapoptotica, apoptotica,
antitumoral, antimetastatica, gastroprotetora, inseticida, nematicida e neuroprotetora. Este
hidrocarboneto ciclico ¢ usado na industria de quimica fina como uma unidade na sintese de o-
terpineol, limoneno, borneol e, finalmente, a terebintina que ¢ usada na produ¢ao de aziridinas,
aminas secundarias aplicadas e ésteres de oxima, funcionais como herbicidas e inseticidas (WEI
et al.,, 2020; ALLENSPACH; STEUER, 2021). P. multinodum é uma fonte promissora de
pineno, que pode garantir esses potenciais industriais.

Variacdes nos fatores abioticos (precipitagdo, umidade, temperatura e micronutrientes
do solo) se correlacionaram com os teores de a-pineno e seu isdmero . Foi mencionado
anteriormente que o estresse ambiental leva a depressao fotossintética e mudangas consecutivas
nos precursores terpenoidicos (MARCETIC et al., 2017, RAMOS et al., 2020). As variagdes
maiores nos teores de a-pineno na estacao chuvosa e seca ocorreu onde existe maior amplitude
térmica, o que pode ser explicado pelas alteragdes médias da temperatura, provando a influéncia
do estresse por calor, no qual, em valores moderados, fornecem inibi¢ao reversivel da atividade
fotossintética; enquanto o estresse severo leva a uma reducdo sustentada na fotossintese,
consequentemente, alteram a disponibilidade de precursores para producdo de isoprenoides
(DEWICK, 2002, ORMENO et al., 2007; MARCETIC et al., 2017, RAMOS et al., 2020). E
amplamente conhecido que a temperatura regula a atividade enzimética das sintases de isopreno
e terpeno-sintases. Esse estresse proveniente da temperatura a longo prazo, alteram os padrdes
de expressdo génica, resultando na producdo quantitativa de enzimas. Por meio do movimento
dos estdmatos, a temperatura e a umidade afetam a respira¢do e podem regular indiretamente a
quantidade de piruvato disponivel. A qualidade da luz (disponibilidade de luz) também
determina a quantidade de gliceraldeido-3-fosfato produzida pela fotossintese e também
controla a disponibilidade de energia (ATP e NADPH). Ressaltamos que, além de tudo isso, ha
compartimentacdo biossintética na producdo de terpenoides: monoterpenos produzidos em
plastidios e sesquiterpenos produzidos no citosol. Essa compartimentalizagao por si so regula a
disponibilidade do substrato, causando propor¢des quantitativas diferenciadas em funcao dos

fatores abioticos e bidticos (DEWICK, 2002, ORMENO et al., 2007; MARCETIC et al., 2017,
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RAMOS et al., 2020). Os teores de a-pineno apresentaram tendéncias diferentes entre as duas
estagdes. Na estacdo chuvosa registrou-se os menores teores percentuais nas noites € os maiores
durante o dia. Na estagdo seca registrou-se o oposto. Por que a produgdo de a-pineno entre 0s
dias e a noites nas estacfes seca e chuvosas foram antagbnicas em P. multinodum? Algumas
consideragdes devem ser feitas para responder a essa pergunta: 1) A alocagdo de recursos para
o metabolismo (efeito de dreno) em decorréncia dessa espécie estar na fase reprodutiva
(floracao) na estagao seca; 2) A combinagao entre as diferentes amplitudes térmicas com outros
fatores abioticos (radiacao, umidade e temperatura) nas estacoes diferentes.

A relacdo a-pineno VS. fatores climaticos ndo ¢ novidade na literatura cientifica:
Juniperus excelsa M.Bieb. (Cupressaceae), que compde OE de zimbro (junipero) comercial,
utilizado principalmente nas regides montanhosas do Ird, possui em sua composi¢ao o a-pineno
(14- 50%) como majoritario (SHANJANI et al., 2010). Estudo realizado por Shanjani e
colaboradores (2010) demonstram que no periodo mais seco a composi¢do deste majoritario
caiu cerca de 70% do total do periodo em relagdo ao mais chuvoso. Na espécie Pinus sylvestris
L. (Pinaceae) estudos demonstraram que a quantidade de a-pineno aumenta a tarde e diminui a
noite em uma propor¢ao de 30 a 50%. No Sul da Finlandia, no més de setembro, os maiores
teores de a-pineno foram registrados por volta de 12h e o teor minimo foi notado no inicio da
manha (BECK et al., 2004). Kopaczyk e colaboradores (2020) em uma revisao sobre variagdes
quimica em coniferas descreveram que varios estudos sobre os efeitos da luz, da umidade e da
temperatura na biossintese € emissdo de terpenos, também deram resultados ambiguos. Em
algumas espécies de Pinus pinaster Aiton e Picea abies (L.) H. Karst. a sintese de a- ¢ -pinenos
¢ ativada com a maior incidéncia de luz e temperatura (KOPACZYK et al., 2020). Esse fator
justificaria os altos teores desses isOmeros na estacdao seca. Por outro lado, um estudo sobre
Pinus elliottii Engelm. ndo mostrou diferencas significativas nas taxas de emissdo de
monoterpenos sob varios tratamentos, de temperatura, luz ou no escuro (KOPACZYK et al.,
2020).

Os micronutrientes dos solos apresentaram correlagdes ao longo do ano com os
componentes principais. Foi possivel correlacionar os teores de a- e B-pinenos negativamente
com o teor de potassio e positivamente com o teor de aluminio, cobre, ferro, manganés e
nitrogénio. Para compreensao dos dados € importante estabelecer a primeira premissa: os niveis
dos componentes do solo podem diferir dos niveis de nutrigdo tecidual das plantas, pois

envolvem dindmica de fixacdo/absor¢do e distribuicdo fisiologicas. No entanto, esses dois
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podem correlacionar-se de maneira discreta (FERNANDES et al., 2017). Por exemplo, a
melhora nos niveis de nitrogénio, potassio e fésforo no solo leva a um actimulo de carboidrato
e a um aumento das taxas fotossintéticas que podem proporcionar a diminui¢do de terpenos
(KHALID, 2015). Aluminio, boro, cobre e zinco, denominados oligoelementos, sdo
considerados componentes-chaves em muitos processos biologicos e desempenham papel
significativo para o aumento da fotossintese, absor¢do da radiacdo fotossintética ativa e
consequentemente na producdo de terpenoides (VUWANI et al., 2017). Dias e colaboradores
(2021) descrevem que cations, como mangangés, estao relacionados a cofatores de enzimas
sintases. No entanto, a sesquiterpeno sintase usa preferencialmente magnésio ¢ as enzima
monoterpeno sintase sdo menos seletivas para cations divalentes. Ainda, é descrito que os
cations podem competir uns com outros, quando existe a diminui¢do de zinco e ferro e o
aumento de manganés (LEFEVRE et al., 2014). Porém, alguns estudos indicam que nem
sempre as alteragdes nas caracteristicas do solo podem levar a alteragdes quimicas nas plantas,
por exemplo, para Juniperus communis L. (Cupressaceac) ¢ Rosmarinum officinalis L.
(Lamiaceae) de habitats naturais com diferengas significativas nas concentragdes de nutrientes
do solo, mostraram que ndo houve dependéncia na quantidade de a-pineno (LOZIENE;
LABOKAS, 2012; HENDAWY etal., 2017). No entanto, em Myrtus communis L. (Myrtaceae)
os teores de a-pineno e limoneno foram elevados no OE de folhas e frutos em solos calcarios;
e em solos siliciosos houve aumento de linalol, acetato de linalila e acetato de Z-mirtanol
(FLAMINTI et al., 2004).

Em estudo realizado pelo nosso grupo em dois diferentes acessos no Cerrado Brasileiro
com a espécie Piper aduncum L. (Piperaceae), foi demonstrado que a composigdo quimica do
OE da planta pode apresentar alteragcdes quimicas, em relagdo aos constituintes majoritarios
1,8-cineol ou Z-ocimeno VS. solo das localidades. Quando P. aduncum dos dois acessos
diferentes foi submetida ao mesmo sistema de cultivo, o OE apresentou como componente
majoritario apenas 1,8-cineol. Foi sugerido que as alteragdes nesta composicao quimica sao
provenientes das alteragdes nos valores de pH e do nivel de potédssio do solo. Dessa forma, ¢
precipitado considerar que a composi¢ao do solo per se altera a composi¢ao da mistura volatil.
No entanto, considerando os exemplos anteriores, ¢ certo que as carateristicas do solo podem
alterar a composicdo quimica. Analises mais sofisticadas que combinem a composi¢ao de

microelementos do solo com os microelementos encontrados no 6rgao vegetal de analise podem
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permitir correlagdes mais robustas. Para tanto, equipamentos como difratdmetro de raio-X

(DRX) sao fundamentais.

O uso de medicamentos para o tratamento da tuberculose ¢ o mesmo ha décadas. O
numero de resisténcia tende a aumentar levando a um aumento na busca por novos protétipos,
sendo de interesse os provenientes de produtos naturais. Os resultados encontrados para P.
multinodum s3o extremamente relevantes, sendo registrados valores de CIM abaixo de 100
ug/mL. E descrito que CIM < 100 pg/mL tornam o extrato, fragdo ou substincia isolada
candidatos ideais contra M. tuberculosis, enquanto valores entre 100 a 200 pg/ mL sio
considerados candidatos moderados (BERNUCI et al., 2016).

Nos dados apresentados para P. multinodum, a presenga de arilpropanoides ¢ eusarona
foi significativa para o aumento da atividade antimicobacteriana. Um estudo contra a cepa M.
tuberculosis H37Rv demonstrou que uma mistura de arilpropanoides (taiwaneses A e B)
isoladas de Piper taiwanese Lin & Lu, apresentou CIM de 30,0 pg/ mL (CHEN et al., 2014).
Amostras ricas em sesquiterpenos nido oxigenados de Piper cernuum Vell., P. diospyrifolium
Kunth, P. mosenii C. DC. e P. rivinoides Kunth, com teores relevantes de E-cariofileno (9 -
10%) demostraram valores de CIM entre 125 e 250 ug/ mL (BERNUCI et al., 2016). Esta
atividade biolodgica € descrita para a eusarona (> 80% no OE), pela primeira vez. Observando-
se os conjuntos de dados, ¢ possivel criar algumas hipoteses para explicar os resultados:

a) Metoxilagcdes em anéis aromadticos sao importantes e diminuem a atividade. Essa hipotese
¢ resultado da atividade obtida da mistura com E-metil-isoeugenol, onde esse ¢ majoritario.
A CIM diminui com a diminui¢do dessa substancia, como nas amostras dos OEs obtidas
das raizes e inflorescéncias;

b) A presenca de grupos metilenodioxilicos na substancia ¢ importante para melhoria da
atividade antimicobacteriana. Os teores (~24%) de arilpropanoides com anel
metilenodioxilico no OE demonstrou atividade em 85,9 pg/mL. Isso indica que maiores
teores de substincias com padrao de substituicdo de grupos metilenodioxilicos poderao

melhorar significativamente a CIM.

Andrade-Ochoa e colaboradores (2015) estudaram a relacdo quantitativa estrutura-
atividade (QSAR) com vinte e cinco substancias puras de OEs comerciais. Esse estudo concluiu
que a razao de parti¢ao octanol-agua (LogPow) € o grupo fendlico (nArOH) como as principais
propriedades e elementos estruturais que contribuem para a atividade antimicobacteriana. O

cinamaldeido e o &cido cindmico foram os arilpropanos mais ativos com valores de MIC de



239

3,12 e 8,16 ug/mL, nesse estudo. Como mencionado anteriormente, esses a0 precursores para
formagao da eusarona e E-metil-isoeugenol. Investigacdes futuras poderdo testar padrdes de
analogos Ce-C3, isolados ou em mistura, e os resultados obtidos poderao ser comparados com
os dos OEs.

Existe um aumentou de esfor¢cos em bioprospec¢do para identificar novos agentes
antifiingicos, principalmente, com a necessidade de combater a resisténcia microbiana (SILVA
et al., 2017). Sobretudo, quando essa busca esta associada a necessidade de diminui¢do da
toxicidade nos tecidos sadios e aumento da agdo terapéutica (ALMEIDA et al., 2017). C.
glabrata ¢ considerado fungo ndo patogénico em pessoas normais, sem relagdo com infecgdes
graves em humanos. O uso abusivo e difundido de agentes imunossupressores e antibioticos de
amplo espectro estdo aumentando drasticamente o numero de infecgdes sistémicas e micdticas
causada por esse agente (MACEDO-ANDRADE et al., 2018, ALDEJOHANN et al., 2021).
Nesta Tese demonstramos que a atividade contra C. glabrata resistente a fluconazol apresentou
variagoes que se correlacionaram com variagdes quimicas decorrentes dos fatores sazonais. As
atividades do a-pineno e monoterpenos ndo oxigenados apresentaram uma relacdo inversa
(diretamente proporcional ao aumento do ICso) com a melhora da atividade bioldgica. No
entanto, o monoterpeno ndo oxigenado 6-3-careno e os sesquiterpenos nao oxigenados -
longipineno e y-elemeno tiveram correlagdes significativas e teores muito baixo no OE (5 a
10%).

Estudo do grupo com OE de Casearia sylvestris Sw. (Silicaceae) rico nos sesquiterpenos
a-humuleno e hidroxi-9-epi-B-cariofileno, apresentou boa agdo contra C. glabrata (PEREIRA
et al., 2017). Os OEs da espécie Hornstedtia havilandii (K.Schum.) K.Schum (Zingiberaceac)
com composi¢ao rica em f-pineno, (19,5%), B-elemeno, (10,0%), B-cubebeno, (6,2%) e a-
pineno, (5,6%) apresentaram atividade muito fraca contra C. albicans e C. glabrata, com
valores de MIC de 900—1800 pg/mL (HASHIM et al., 2014). Macédo-Andrade e colaboradores
(2018) analisaram os enantidmeros (R) e (S) B-pineno contra Candida spp. Os resultados
demonstraram que os valores de CIM variaram de < 56,25 a 1800 umol/L. No entanto, no més
de novembro (periodo de maior atividade) ndo possuia teores de PB-pineno com valores
detectaveis. Estudo comparando os OEs de trés espécies do género Juniperus ricos em a-pineno
contra cepas de dermatofitos (Aspergillus ¢ Candida) descreveu que o OE das folhas de J.
oxycedrus subsp. oxycedrus foi o mais ativo (a -pineno (65,5%), 8-3-careno (5,5%)). Das

amostras testadas, apenas esse OE ativo possuia na composi¢do o monoterpeno biciclico 4-3-
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careno. Os autores descrevem esse componente como fundamental para atividade. Esse trabalho
descreve ainda, as atividades das substancias isoladas contra C. glabrata D10R, demonstrado
que o 6 -3-careno possui atividade sete vezes maior que a -pineno (CAVALEIRO et al., 2006).
Esses dados podem respaldar os resultados encontrados para P. multinodum ja que a atividade

bioldgica ¢ aumentada de acordo com o aumento do teor desse constituinte.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pela anélise de 6leos essenciais foram descritas pela
primeira vez uma alta plasticidade fenotipica quimica em diferentes escalas de tempo e de
espago para Piper gaudichaudianum e Piper multinodum.

No caso de P. gaudichaudianum, o ritmo sazonal influenciou o rendimento e a
composi¢ao dos Oleos essenciais foliares, sendo possivel correlacionar alteracdes na
composicdo quimica em diferentes estagios fenologicos e sob diferentes fatores abioticos e
bidticos. As variagdes significativas nos oleos essenciais na comparagdo entre dia e noite
evidenciou a ocorréncia de um possivel padrdao de cronotipo, descrito pela primeira vez no
género Piper. Com base na analise dos esqueletos de carbono dos nove possiveis quimiotipos
evidenciados para P. gaudichaudianum, foi demonstrado que a maioria das diversificagoes €
centrada nos derivados biogenéticos ou substiancias com esqueleto do tipo germacrano ou
humulano. Embora tenha sido identificado um gradiente biossintético longitudinal e latitudinal
quantitativo de substdncias com esqueletos de carbono germacrano em dire¢do ao
aromadrendrano, os dados ndo evidenciam a ocorréncia homogénea espacial nos fendtipos
quimicos nestes gradientes.

Considerando P. multinodum, a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de diferentes
orgdos e suas variagdes circadianas e sazonais, caracterizadas pela primeira vez para a espécie,
demonstram distin¢ao das vias biossintéticas envolvidas, o que constitui dado significativo para
a compreensdo do conhecimento quimiotaxondmico no género Piper. Essa variagdo quimica
nos diferentes 6rgdos também foi refletida em variagdes de atividade contra micobactéria e
contra Candida glabrata resistente ao fluconazol.

As distintas caracteristicas ecoldgicas e quimicas de P. gaudichaudianum e P.
multinodum, evidenciadas pelas analises dos oOleos essenciais, refletem diretamente a
diversidade quimica em Piperaceae e a necessidade de compreensao do mecanismo que leva a
essa diversidade. Os novos indices para andlise de misturas com base na quantificacdo dos
componentes do 6leo essencial foliar de P. gaudichaudianum e P. multinodum permitiu inferir
sobre equilibrio redox em diferentes escalas temporais.

Dessa forma, o viés metodoldgico desenvolvido neste estudo levou a resultados inéditos,

inovadores e bastante expressivos, podendo servir de estimulo para estudos futuros com outras
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espécies da familia Piperaceae. Os dados proporcionam ainda evidéncias com significancia
ecoldgica, quimiossistematica e quimiofenética para o manejo e conservacao dessas espécies
medicinais e ritualisticas utilizadas pela populacao brasileira. Fica evidente que os estudos
quimico e biologico de espécies vegetais com potencial medicinal ou uso ritualistico devem ser
contextualizados em uma visdo mais ampla, no tempo e no espago, € ndo em escala estatica, a

partir de coleta unica, pois o ser vivo é vida, e vida E QUIMICA!
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APENDICE A — Dados da literatura da composi¢io quimica dos 6leos essenciais e seus respectivos esqueletos de carbono de Piper
gaudichaudianum usados para determinar as varia¢cdes quimiofenética no Brasil. (Continua)

Esqueleto -C Substancias RO RS1 RS1 RS1 RS1 RS1 RS1 RS1- RS1- RS1- RS1- RS1- RS1- RS1- RS1- RS1-
-1 -2 -3 -4 -5 -6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Alq‘(lgl}’é‘:)zeno dilapiol 63,6 634 66,7 578 684 62,7 70,5 605 666 61,6 652 592 692 688 68,1
Aromadendrano aromadendreno 156 04 2,5 2,4 3,5 2,6 2,4 1,6 2,0 1,5 0,2 1,7 2
Aromadendrano espatulenol 0,2 0,2 0,2 09 2,1 0,2 1,8 2,1 1,2 1,9 1,6 0,2
Aromadendrano viridiflorol 27,5
Bourbonano B-bourboneno 0,5 04 0,5 0,5 0,3 0,4 0,3
Cadinano y-muuroleno 4,35
Cadinano d-cadinol 0,8 0,5 0,4
Cadinano y-cadinol 0,2 0,3 0,6 0,2
Cadinano t-muurolol 0,8
Cariofilano E-cariofileno 37 42 40 50 35 3,8 3,8 4,6 3,9 4,2 3,8 4,9 4 3,1 3,7
Cariofilano oxido de cariofileno 0,3 0,6 0,7 0,5
Chromane eupatoriocromeno 3,6
Copaano a-copaeno 04 04 0,5 0,3 0,3 0,3
Copaano B-copaeno 0,6 0,4 0,4 04
Cubebano §-cadineno 0,5 1,3 1,6 3,7 2,7 2,3 2,8 1,9 1,7 1,3 4,0
Eremofilano aristoleno 3.9
Eudesmano a-selineno 3,9 1,3 1,5
Eudesmano B-selineno 10,5
Eudesmano selin-11-en-4-a-ol 8,5
Farnesano E-nerolidol 0,9 09 1,1 3,0 3,0 2,9
Germacrano germacreno D 2,1
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Germacrano germacreno B 69 4,7 5,8 59 6,1 6,9 5,0 7,4 5,1 6,1 5,9 5,4 4.4 4.4 1,2
Guiano a-bulneseno 1,6 1,9 1,1 1,6
Humulano o-humuleno 11,8 133 12 143 102 82 7,9 10,1 9,7 9,3 9,3 11,2 9,6 8,4 10,2
epoxido de humuleno
Humulano 11 0,6 04
Humulano oxido de humuleno 4,1
Ishwarano ishwareno 10,0 39 43 33 1,4 2.5 4,1 2.8 3,7 5,0 4,2 3,8 6,4 1,3 3,7 1,9
Monoterpenosnao — », 5 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
oxigenados
Monoterpenos 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
oxigenados
© Sesquiterpenos ndo
8 oxigenados 482 30,8 31,1 29,1 364 249 257 224 297 23,7 299 243 313 241 248 256
E Sesquiterpenos
— oxigenados 40,1 1,7 15 0,0 1,8 09 51 02 26 21 1,2 4,9 2,9 3.3 1,8 1,3
§ Avrilpropanoides
4 (CsCs) 0,0 63,6 634 66,7 578 684 62,7 70,5 60,5 666 61,6 652 592 692 688 68,1
o Benzoato de
benzila(CsCs) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eupatoriocromeno 3,6 0,0 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Outras substéancias 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acorano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Alquilbenzeno (CsCs) 0,0 63,6 63,4 66,7 578 684 627 70,5 60,5 66,6 61,6 652 592 692 688 68,1
%) Aromadendrano 43,1 0,6 2,7 24 37 35 21 26 34 21 3,2 3.4 0,0 1,8 1,7 2,2
é Bergamotano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Biciclogermacreno 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Bisabolano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bourbonano 00 05 04 00 05 00 00 05 00 00 0,0 0,0 0,0 0,3 0,4 0,3
Benzoato de
benzila(CsCs) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Cadinano 43 00 00 00 02 00 00 00 08 00 00 0,0 0,0 1,1 1,1 0,6
Carano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cariofilano 00 37 42 40 53 35 38 38 46 39 42 3,8 4,9 4,6 3,8 42
Chromane 36 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Copaano 00 1 04 00 05 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,7 0,7 0,7
Cubebano 0 05 13 16 37 00 27 00 23 00 28 0,0 1,9 1,7 1,3 4,0
Daucane 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Elemano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eremofilano 39 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eudesmano 29 00 00 00 00 00 00 00 00 00 13 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0
Farnesano 00 09 09 00 1,1 00 30 00 00 00 00 3,0 2,9 0,0 0,0 0,0
Germacrano 00 90 47 58 59 61 69 50 74 51 61 5,9 5.4 4.4 4.4 1,2
Guiano 00 00 00 00 16 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 1,9 1,1 1,6
Hidrocarboneto 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Himalachano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Humulano 41 124 13,7 12 143 102 82 79 10,1 97 93 93 112 96 84 102
Ishwarano 100 39 43 33 14 25 41 28 37 50 42 3.8 6,4 1,3 3,7 1,9
Longifolane 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Longipinano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mentano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mircano 13 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pinano LI 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tujopsano 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Legenda: tr = trago (substancias <0,05).
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APENDICE A - Continuagéo

RS1 -

SP1- SP1-

PR PR3 PR3

PRS -

PRS -

Esqueleto de C Substancias 16 RS2 RS3 RS4 SC 1 2 PR1 5 1 -2 PR4 1 2 PR6 PR7
Acorane a-acorenol 0,6
Alq‘gg‘;’é?)zen" dilapiol 64,7
Alql(ncljl;g;)z eno eugenol 0,1
Alqt(n(ljl})g;)z eno miristicina 15,2
Aromadendrano aromadendreno 2,1 22 27 29 2,3 1,4 0,4
Aromadendrano a-gurjuneno tr 0,2 0,1 0,5 0,4
Aromadendrano alloaromadendreno 7,7 3,1 33 0,6 4,3 2,3
Aromadendrano y-gurjuneno 43 023 29
Aromadendrano p-gurjuneno 0,4 4.9 5.1
Aromadendrano espatulenol 1,4 0,7 L8 2,0 4,5 3,8 1,4 32 0,8
Aromadendrano oxido de allo-aromadendreno tr 1,1 2,5 2,5
Aromadendrano ledol tr
Aromadendrano globulol 0,5 0,2 2,9 3,1 103 0,1
Aromadendrano viridiflorol 0,6 0,2 0,21 0,2
Bergamotano E-a-bergamoteno 0,2
Biciclogermacrano biciclogermacreno 1,2 74 132 44 51 64 2,6 42 4.8 46 2,6
Bisabolano a-zingiberene 2,5
Bisabolano o-santalene 0,3
Bisabolano B-santalene 1,1
Bisabolano y-curcumeno 0,1
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Bisabolano
Bisabolano

Bisabolano

Bisabolano
Bisabolano
Bisabolano
Bisabolano
Bisabolano
Bourbonano
(CoCo)
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano
Cadinano

Cadinano

B-curcumeno
y-E-bisabolene
a-Z-bisaboleno

Z-calamenen-10-ol
E-calamenen-10-ol
a-bisabolol
Z-a-e-bergamotol
epi-a-bisabolol

B-bourboneno

benzoato de benzila
a-amorfeno
a-calacoreno

B-calacoreno

E-muurola-3.5-diene
y-muuroleno
a-muuroleno

d-amorfeno
y-cadineno
zonareno
a-cadineno
cadaleno
Z-cadina-1(6),4-dieno
E-cadina-1,4-dieno
1.10-di-epi-cubenol
a-muurolol

a-cadinol

0,4

0,4

0,2

0,2

0,1

0,3

0,8

0,3

0,5
0,2

tr
0,1

0,2

0,1
0,9
0,7
0,2
1,3
tr
0,2

0,1
tr
0,3

1,5
3,1

1,2
3,5
1.9

1,1

4,3

0,2

2,3

1,6

0,3

1,2

2,5

33

33,7

3,5
2,0

1,9

0,2

0,6
4,0

3,8

0,3

0,3
0,6
0,7
1,9
1,3

1,4

0,6

0,6
5,0

4,1

0,4

03
0,8
0,8
2,2
13

3,5
2,0
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Cadinano
Cadinano
Cadinano

Cadinano
Carano

Carano

Carano

Cariofilano
Cariofilano

Cariofilano

Cariofilano

Cariofilano
Copaano

Copaano
Copaano
Copaano
Copaano

Copaano

Cubebano
Cubebano
Cubebano

Daucane

Elemano

1 -epi-cubenol
epi-a-cadinol
epi-a-muurolol
cubebol
5-2-careno
p-cimeno
8-3-careno
E-cariofileno
Z-cariofileno
oxido de cariofileno

cariofila-4(14),8(15)-dien-5-
a-ol

cariofile-4(12),8(13)-dien-
5p-ol

a-copaeno
B-copaeno
a-ylangeno

B-capaen-4-a-ol

B—copaen—4—a-ol

a-copaen-11-ol

d-cadineno

amorfa-4,7(11)-dieno
a-cubebeno
dauca-5,8-dieno

y-elemeno

4,3

0,4

1,5

17,4

0,7

0,5

0,8

0,1
0,1
0,1
8,9

1,6

0,5

tr

1,2

0,2

7,51

tr

0,1

tr
0,2

1,5

tr

3,7
5,2

4,3

9,3
2,8

2,4
6,1

0,7
1,1 1,6
1,2
L5
1,2
5,9
12,1 193 1,7
0,5
45,
24 35 S
0,2
5.4

242

4,3

2,1

6,9

17,8

3,8

2,0

4.4

2,1

9,4
2,9

5,2

1,2

1,9

7,4

3,1

0,2

3,2

0,2
5,6

0,6
52

1,6

2,2

7,2

3,7

1,2

0,1
7,1

6,3

25,0

3,7

3,8

2,0

4.4

2,1

9,4
2,9

5,2
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Elemano
Elemano
Elemano
Elemano
Eremofilano

Eremofilano

Eremofilano
Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano

Eudesmano
Eudesmano

Eudesmano

Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano
Eudesmano
Farnesano
Farnesano
Farnesano
Farnesano

Farnesano

B-elemeno
d-elemeno
elemol
shiobunol
4,5-di-epi-aristolocheno

aristoleno

4—epi—Z-dihidro-agarofurano

a-selineno
d-selineno
drima-7,9(11)-dieno
B-selineno
7-epi-a-selineno
selina-3,7(11)-dieno
intermedeol
selin-11-en-4-a-ol
5-epi-7-epi-a-eudesmol
B-eudesmol
eudesm-7(11)-en-4-ol
rosifoliol
v-eudesmol
E,E-a-farneseno
E-nerolidol
Z,E-farnesol
2-sesquilavandulol
2-Z-6-E-farnesol

tr

2,1

4,1

1,7
0,2
0,1

0,6

4,8

0,2

tr

1,2

tr

2,7 29 16,6 8,9

1,6
0,3
34 157 3,7
0,2 0,4
0,5
0,5
131 1,9

224 220 32 27 28

0,1
0,4 1,6

35 6,1

1,2
1,3
3,0
1,7

1,2

13,3

1,92
40 50 33

0,3

0,1

0,7

0,5
0,6
0,3
6,1

0,4

0,4

0,8

0,5
0,6
0,5
7.1

28,4

53

6,1

1,3

3,0

1,6

1,9
3,3
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Germacrano
Germacrano
Germacrano

Germacrano
Guiano

Guiano
Guiano
Hidrocarbonetos
Hidrocarbonetos
Himalachano

Humulano

Humulano

Humulano
Ishwarane

Longifolane
LongiPinano
Mentano
Mentano
Mentano
Mentano
Mentano

Mentano
Mircano

Mircano
Mircano

Mircano

germacreno D
germacreno B
hedicariol
germacreno A
a-bulneseno
o-guaieno
6.9-guaiadieno
3Z-hexenol
6-methyl-5-hepten-2-ono
a-hirnachaleno
a-humuleno
epoxido dehumuleno II
oxido de humuleno
ishwareno
longifolol
longipinanol
limoneno
a-felandreno
a-terpineno
y-terpineno
terpinoleno
a-terpineol
mirceno
Z-B-ocimeno
E-B-ocimeno

linalol

4,2

10,9

1,9

1,3

37,5

1,1

0,5

0,3
0,4
0,6
4,8

22 tr 4,7
04 215 1,1
1,1
L5 0,112
0,3

16,5 213 3,6 133

25 23

03 0,1 0,5
0,1

0,1

0,1

0,1

0,1 0,01

0,2

0,2
0,3 0,04

1,7 1,2
21,5
0,9 2,6
8,3
32
29,2 2,2 3,7
2,8
1,2
19,1
0,5

1,4
0,4

0,2
0,3
0,8

2,3
0,9

0,7

0,3
0,2

1,7
0,2

0,2

1,4
0,5

1,2
21,5

3,67
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Mircano acetato de geranil 53 5,7
Pinano a-pineno 2,0 1,9 2,1 9,7 2.2 5,1 2,2
Pinano B-pineno 5,6 1,2 13,2 6,6
Tujopsano Z-dihydro-mayurono 1,9
Monoterpenos nao 00 94 45 01 21 05 05 00 7.1 00 228 22 129 00 00 22
oxigenados
Monoterpenos oxigenados 0,0 4.8 04 0,1 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 0,0 5,3 5,7 0,0 0,0
Sesquiterpenos ndo 72,
" oxigenados 25,7 73,1 58,1 654 76,7 729 781 83 0 50,0 242 69,7 479 47,7 83 69,7
@ . . 11
[&] B
£ Sesquiterpenos oxigenados |, ;3 595 989 128 167 173 427 4 303 5.0 127 246 250 588 127
= Arilpropanoides (CsCs) 64,7 0,0 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0 152 0,0
% Benzoato de benzila(CeCe) 0,0 0,0 00 00 00 00 02 00 25 00 00 00 00 0,0 00 00
K Cromeno
© (Eupatoriocromeno) 0,0 00 00 00 00 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0 00 00
Outras substancias
0,0 51 00 00 7,1 00 00 00 00 00 00 00 1,1 0,0 00 00
Acorano 0,0 00 00 00 00 00 06 00 00 00 00 00 00 0,0 00 00
Alquilbenzeno (Cs-Ce) 64,7 00 01 00 00 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0 152 0,0
)
2 Aromadendrano 3,5 11,1 13,1 89 1,1 103 11,2 10,3 66 00 0,0 25 104 70 00 2,5
‘é Bergamotano 0,0 00 00 02 00 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0 00 00
N Biciclogermacrano 0,0 12 74 132 0,0 0,0 0,0 00 44 51 64 26 42 48 4,6 26
Bisabolano 0,0 00 00 24 71 00 0,0 00 00 00 00 00 19 14 00 00
Bourbonano 0,4 00 02 00 00 00 0,0 00 00 00 00 00 00 0,0 00 00
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Benzoato de benzila (CsCs) 0,0 00 0,0 00 00 00 02 00 25 00 00 00 00 00 0,0 0,0

Cadinano 0,0 0,6 15 38 66 73 6,5 0,0 64 580 0,0 55 16,8 19,7 25,1 5,5

Carano 0,0 00 03 00 00 00 0,0 00 7,1 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Cariofilano 4,3 18,1 10,5 7,7 89 12, 193 00 1,7 43 17,8 57 10,7 12,1 3,7 5,7

Cromano 0,0 0,0 00 00 00 00 0,0 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0

Copaano 0,4 0,5 0,5 02 63 00 0,5 0,0 00 21 00 64 33 0,1 0,0 64

45,
Cubebano 1,5 0,8 14 1,5 12,1 24 3,7 00 3 69 00 123 6.2 7,1 0,0 12,3
Daucane
0,0 00 00 00 24 00 0,0 00 00 00 00 0,0 5,2 6,3 0,0 0,0
10

Elemano 0,0 00 20 1,0 6,1 2,1 0,5 0,0 1 ’ 0,0 0,0 11,3 0,0 0,0 0,0 11,3
Eremofilano 0,0 00 00 00 1,2 00 0,0 00 00 00 00 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0

Eudesmano 0,0 4,1 56 7,1 45 332 12,6 133 12 00 0,0 17 2,2 2,6 284 1,7

Farnesano 0,0 41 224 235 5,1 3,1 44 00 00 40 50 52 6,5 7,6 53 572

Germacrano 4,2 1,3 37 05 226 58 0,9 0,0 43 00 0,0 227 1,8 1,9 0,0 22,7
Guiano 0,0 00 03 00 00 00 0,0 83 0,0 00 00 00 0,2 0,2 0,0 0,0

Hidrocarbonetes 0,0 00 00 00 00 00 0,0 00 00 00 00 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0

Himalachane 0,0 0,0 00 00 00 00 3,2 0,0 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0

Humulano 10,9 38,6 19,0 236 3,6 133 320 00 22 00 0,0 37 32 1,9 0,0 3,7

Ishwarano 1,9 0,0 00 00 00 00 0,0 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Longifolano 0,0 00 00 00 00 00 00 00 12 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Longipinano 0,0 0,0 00 00 00 00 0,0 19,1 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Mentano 0,0 0,5 0,8 0,1 00 05 0,5 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0

Mircano 0,0 6,1 0,7 00 00 00 0,0 00 00 00 00 0,0 5,8 5,7 0,0 0,0

Pinano 0,0 76 31 00 2,1 0,0 0,0 00 00 00 228 22 11,7 0,0 0,0 22

Tujopsano 0,0 00 00 00 1,9 00 00 00 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0

Legenda: tr = trago (substincias <0,05).
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Piper multinodum C.DC. belongs to the Piperaceae family, and is known as “Jaborandi-manso”. This
species has no reported botanical, chemical, pharmacological and/or toxicological scientific studies,
and has restricted occurrence in degraded Brazilian biomes. The Piper genus is known to be aromatic,
the essential oils (EQ) obtained from different organs have demonstrated significant biological
activities, and can be an important tool for chemophenetic and ecological definitions. The present study
aimed to characterize the chemical profile of the EO from different parts of P. multinodum and their
activity against Mycobacterium tuberculosis Hy;Rv (ATCC, 25618). The EO were obtained by
hydrodistillation and characterized by GC-MS and GC-FID. Chemical composition of the volatile mixture
showed a great diversity of compounds that diverged between the vegetative and reproductive parts.
The a-pinene compound was identified as being the most predominant in the leaves, infructescences
and inflorescences (32.49, 67.23 and 40.23%, respectively). The branches (secondary stem) showed to
be rich in sesquiterpenes and monoterpenes: a-copaene (13.24%), E-caryophyllene (12.32%), a-pinene
(20.34%), and myrcene (11.23%). The chemical profile of stems and roots showed a low percentage of
monoterpenes and sesquiterpenes, but a high percentage of arylpropanoids, with E-methyl-isoeugenol
(77.58%) registered in the stems and euasarone (81.34%) in the root. The antimycobacterial activity
showed the highest activities recorded for the EO from roots (78.51 pg/mL) and infructescences (85.91
pg/mL). In addition to the findings related to biological activity, the determination of chemical
diversification between the different parts of P. multinodum may help to understand the ecological
issues of the Piperaceae family as well as to improve the chemotaxonomic knowledge of the genus
Piper.

Key words: Piper muitinodum; essential oils; antimycobacterial activity; chemical composition.
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Abstract: The aromatic species Piper gaudichaudianum Kunth (Piperaceae) is widely used in Brazil for
medicinal and ritualistic applications. In the current study, chemophenetic patterns were realized
across season and circadian rhythm based on the chemical profile of essential oils (EOs) from
leaves. Hydrodistilled essential oils were analyzed by GC-MS and GC-FID, and a new calculation of
metabolite oxidation level, averaged for each individual molecule component of the EO, was used to
explore the patterns of metabolism/biosynthesis. This new index used an intermediate calculation,
the ‘weighted average redox standard” (Sgp), to enable a value for mixtures of metabolites to be
generated, the ‘general mixture redox index” (GMpR). The indices were subjected to a proof-of-
concept approach by making comparison to outcomes from multivariate analyses, i.e., PCA and
HCA. Chemical analysis demonstrated that the essential oils were dominated by sesquiterpenes,
constructed of 15 classes of compound (C-skeletons), and 4 C-skeletons were recognized in the
monoterpene group, giving a total of 19. The variation of chemical profiles was distinct at different
phenological stages, but stronger chemical variation was evident between day and night as compared
to season. Furthermore, due to comprehensive sampling across different regions, nine chemotypes
were recognized, including those previously reported. The Sgo and GMgg indices demonstrate
that phenological variation of chemistry is mainly an outcome of redox fluctuations in terpene
biosynthesis, changing from day to night. These indices also corroborate that chemical diversity is
increased with oxidative metabolism. Lastly, the current study demonstrates pronounced phenotypic
plasticity in P. gaudichaudiamuem, which makes it a suitable candidate to help further our understanding
of chemophenetics and chemical ecology.

Keywords: Piper; medicinal plant; terpenoids; chemodiversity; chemophenetic

1. Introduction

Piper gaudichaudianum Kunth (Sin. Artanthe gaudichaudiana (Kunth) Miq.; Piper obscu-
rum C.DC.) is a native South American member of Piperaceae that is widely distributed
in Brazil, mainly in the Atlantic Forest [1,2]. The fruit from this ecologically important
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