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RESUMO

Valero-Gutierrez, L. Y. Filogenia molecular e metabolismo secundario de
espécies de Peperomia. 2015. 181p. Tese — Programa de Pds- Graduacdo em

Quimica. Instituto de Quimica. Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo.

Arvores evolutivas de espécies de Peperomia baseadas nas regifes de ITS e
matK foram confrontadas com perfis metabdlicos de extratos brutos obtidos por RMN
'H, HPLC-DAD e LC-ESI-MS. A andlise de clusters (HCA) e a anélise discriminante
de componentes principais (DAPC) suportaram em parte 0s agrupamentos
observados por ITS e matK. As principais classes de metabdlicos secundarios
observadas foram policetideos, meroterpenos, cromenos, fenilpropanoides e amidas,
sendo que foram ainda isolados um policetideo (malabaricona D) de P.
megapotamica; o fenilpropanoide elemicina e a lignana tetraidrofuranica
diyangambina de P. rotundifolia; e as flavonas 5,6,7-trimetoxiflavona e 4’,5,6,7-
tetrametoxiflavona de P. sincorana. As PKS tipo chalcona sintase (CHS) de
peperomias, diferiram daquelas de familias filogeneticamente préximas como
Myristicaceae (Virola) e Lauraceae (Aniba). Como muitos meroterpenos de espécies
de Peperomia possuem como nucleo basico o acido orselinico, produto tipico de
liguens e bactérias, 0 gene acido orselinico sintase (OSAS) foi investigado nas
plantas e nos 27 fungos endofiticos isolados de espécies de Peperomia
(identificados pelas sequéncias de ITS1-5.8S-ITS2). Foram amplificadas pelo menos
uma PKS (NR, HR e PR) em cada uma das linhagens e AOS em vérias delas (UR1,
UC3, UF1, UF2, UF3, UF4, GC3, NR1, NC1, NC2, NF1, AR1, AC1, AC4, OC1 e

OF1). A homologia de 60% da OSAS amplificada de UR1 com a sequéncia de



Streptomyces viridochromogenes é sugestivo de transferéncia horizontal de bactéria

para fungos.

PALAVRAS CHAVE: Peperomia, filogenia, metaboldmica, PKS, policetideos,

fungos endofiticos.



ABSTRACT

Valero-Gutierrez, L. Y. Molecular phylogeny and secondary metabolism from
Peperomia species. 2015. 181p. Thesis — Graduate Program in Chemistry.

Instituto de Quimica. Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo.

Phylogenetic tree of Peperomia species based on ITS and matK were
compared to the metabolic profiling of crude extracts using *H NMR, HPLC-DAD and
LC-ESI-MS. Cluster analysis (HCA) and discriminant analysis of principal
componentes (DAPC) supported significantly the clustering observed by ITS and
matK. The major classes of secondary metabolites were polyketides, meroterpenes,
chromenes, phenylpropanoids and amides and besides, one polyketide
(malabaricone D) of P. megapotamica; the phenylpropanoid elemicin and the
tetrahydrofuran lignan diyangambin from P. rotundifolia; and the flavones 5,6,7-
trimethoxyflavone and 4’,5,6,7-tetramethoxyflavone were isolated from P. sincorana.
The PKS chalcone synthase type (CHS) from peperomia, differed from
phylogenetically related families Myristicaceae (Virola) and Lauraceae (Aniba). Since
several meroterpenes from Peperomia species have the orsellinic acid as an
aromatic core, typical of liguens and bacteria, the orsellinic acid (OSAS) was
investigate in the plants and 27 endophytes isolated from Peperomia (identified
based on ITS1-5.8S-ITS2 sequences). At least one PKS (NR, HR and PR) were
isolated from each strains and AOS were isolated from several strains (UR1, UC3,
UF1, UF2, UF3, UF4, GC3, NR1, NC1, NC2, NF1, AR1, AC1, AC4, OC1 and OF1).

The 60% of homology observed for OSAS amplified from UR1 with that of



Streptomyces viridochromogenes is suggestive of a horizontal transferring from

bacteria to fungi.

KEYWORDS: Peperomia, phylogeny, metabolomics, PKS, polyketides,

endophytic fungi.
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1 INTRODUCAO

A evolucdo das angiospermas é ainda uma das perguntas mais intrigantes
desde Darwin. Varios esforcos tém sido feitos para obter indicacfes respeito do
processo de especiacdo acelerado que levou ao grande numero de espécies e de
sua explosiva irradiacdo. Acredita-se que estudos de angiospermas basais podem
fornecer informacdes relevantes para resolver esta intrigante e complexa questao
(SAMAIN et al., 2009).

As Piperales representam a maior ordem de angiospermas basais com cerca
de 4300 espécies, incluindo a familia Piperaceae que € representada por cinco
géneros Verhuellia, Zippelia, Manekia, Piper e Peperomia (SAMAIN et al., 2009)
(Figura 1). Tais espécies podem ser encontradas sob diversas formas como arvores,
arbustos, ervas, suculentas, cipds, epifitas, geofitas e também parasitas (WANKE et
al., 2007).

Peperomia e Piper sdo os géneros com maior numero de espécies da familia
Piperaceae com aproximadamente 1500-1700 e 2000 espécies respectivamente
(APG 2003) (Figura 1) (SAMAIN et al., 2009; WANKE et al., 2007). Ambos géneros
tém distribuicdo na regiédo tropical e subtropical (GRIEG, 2004; MIQUEL, 1843 -1844;
QUIJANO-ABRIL; CALLEJAS-POSADA; MIRANDA-ESQUIVEL, 2006; WANKE et
al., 2007).

O género Peperomia foi descrito por Ruiz e Pavon em 1794 que estudou 24
espécies de Peru (SAMAIN et al., 2011). Este género € distribuido pantropicalmente
(SMITH et al., 2008; WANKE et al., 2007), sendo mais diverso nos neotropicos (com

aproximadamente 1500 espécies), seguido por Asia (100 espécies), Africa (60
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espécies) e Oceania (com menos de 20 espécies) WANKE et al., 2006). A vasta
distribuicAo mundial deste género e a extensa dispersdo de algumas espécies

constitui-se num outro enigma para os evolucionistas.

Aristolochiaceae + Hydnoraceae
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4 \
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Figura 1. Cladograma simplificado de Piperales (SAMAIN et al., 2010).

A vicariancia foi reconhecida como a causa para a ampla distribuicdo
geografica e especiacdo (NELSON, 1981), mas evidéncias recentes apontam
hipéteses alternativas, como a capacidade de dispersdo a longas distancias
atribuida as propriedades adesivas dos frutos que podem ser levadas nos pés e
penas dos passaros (RIDLEY, 1930; VALDEBENITO; STUESSY; CRAWFORD,
1990). Outro aspecto importante € o habito epifitico de algumas peperomias que
contribui para seu estabelecimento em diferentes biomas comparado com espécies
enraizadas no solo (SMITH et al., 2008).

As peperomias sdo caracterizadas pela grande diversidade morfolégica,
fazendo com que a classificacdo taxonémica infragenérica seja complicada. Isto se
reflete no dobro de nomes publicados do que espécies aceitas dentro do género

(3031 nomes/1700 espécies) (WANKE et al., 2006). A complexidade na classificacéo
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€ uma consequéncia do déficit de sinapomorfias para 0s grupos infragenéricos
devido a extrema reducdo floral e a evolucdo paralela de alguns caracteres
morfologicos (SAMAIN et al., 2009). A classificacdo infragenérica mais completa do
género foi feita por Dahlstedt (1900) (DAHLSTEDT, 1900) baseada principalmente
na morfologia do fruto, dividindo a Peperomia em nove subgéneros e sete secbes
(WANKE et al., 2007). Estudos recentes baseados em filogenia molecular deram
suporte somente a dois dos nove subgéneros descritos por Dahlstedt (WANKE et al.,
2007), demonstrando a limitacdo da classificagdo morfolégica, provavelmente, pelo
fato dos caracteres morfologicos terem evoluido varias vezes de maneira
independente (SAMAIN et al., 2009; WANKE et al., 2007).

A compreensdo da evolucdo dos caracteres e uma melhor classificacdo
infragenérica do género requer a combinacdo de dados morfolégicos e moleculares
(SAMAIN et al., 2009). No entanto, poucos trabalhos foram realizados com este
propésito. Os estudos de WANKE et al.,, 2006, com 48 espécies de Peperomia
pertencentes a oito dos nove subgéneros descritos por Dahlsted (1900) foram
investigados através de sequéncias do gene matK (que codifica para uma maturase)
(WANKE et al., 2006; WANKE et al., 2007). Com o intuito de melhorar a resolucao
utilizou-se também o intron circundante trnK que possui um sinal filogenético
semelhante ao do gene matK. Somente um subgénero (Micropiper) descrito por
Dahlsted se mostrou como monofilético, tornando evidente que alguns caracteres
morfolégicos foram superestimados e que 0os mesmos evoluiram varias vezes de
maneira independente. Foi proposta também a incorporacdo de sequéncias ITS a
fim de aumentar o suporte de certos nodos e melhorar a relacdo filogenética

encontrada.
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Mais recentemente, foi publicada uma abordagem com a incorporacdo de
sequéncias de ITS (DNA nuclear) que, em combinagdo com sequéncias de matK
forneceram maior suporte a filogenia de Peperomia (SAMAIN et al., 2009). Além
disso, observou-se uma grande incongruéncia com os resultados de mapeamento de

caracteres morfoldgicos utilizados em estudos de classificacao infragenérica.

1.1 QUIMIOSSISTEMATICA

A construcdo de uma arvore filogenética que reconstrua a verdadeira histéria
evolutiva das plantas e que mostre a relacdo natural que existe entre todos o0s
taxons é o principal objetivo da sistematica vegetal. No entanto, multiplos sistemas
de classificacdo utilizando diversos caracteres ja foram utilizados sem chegar a um
consenso (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999). O sistema tradicional de
classificacdo faz uso dos caracteres morfolégicos macroscépicos e microscopicos
das plantas. Este sistema €, ocasionalmente, complementado com dados de
anatomia, palinologia (estudo do podlen), embriologia, bioquimica e quimica
(GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999; WINK, 2003).

O sequenciamento de determinadas regides do DNA tem se mostrado bastante
preciso e util para a reconstrucdo filogenética e na elucidacdo da diversidade
biologica. A estrutura de macromoléculas, especialmente &cidos nucléicos e
proteinas, vem sendo utilizado desde 1960, mas seu interesse aumentou em 1990
com o advento de novas metodologias de amplificacdo de fragmentos de DNA e

programas estatisticos (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999; REYNOLDS, 2007).
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A informacdo molecular também € atil como ferramenta para estudar a
evolucdo de metabdlitos secundéarios. (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999).
Sequencias génicas rbcL do DNA (que codificam para a grande subunidade de
ribulose-1,5- bifosfato carboxilase/oxigenase RuBisCo) tem se mostrado Uteis para
estudos filogenéticos a niveis altos da hierarquia taxonémica devido ao fato de que
esta subunidade parece ter evoluido muito lentamente ao longo da evolucdo das
plantas. Por esta razdo, torna-se relevante na analise da utilidade de metabdlitos
secundarios como caracteres quiomiotaxonémicos (GRAYER; CHASE; SIMMONDS,
1999).

A sistematica quimica tem como propdsito interpretar a implicacéo filogenética
da ocorréncia e distribuicdo de metabdlitos secundarios (WATERMAN, 2007).
Diversas tentativas de utilizacdo da composicdo quimica de plantas para auxiliar na
sistematica vegetal vém sendo realizadas, ja que alguns metabdlitos secundarios
podem caracterizar espécies em clados monofiléticos. Evidenciando uma possivel
relacdo ou descendéncia a partir de um antecessor comum (WINK, 2003).

As familias de plantas aquaticas Callitrichaceae e Hippuridaceae,
caracterizadas por ter flores reduzidas, eram classificadas em diferente ordem por
diversos sistematas. No entanto, o perfil quimico delas mostrou uma relagéo proxima
as familias Scrophulariaceae e Lamiaceae; relacdo que foi confirmada
posteriormente por dados moleculares (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999).

Existem diversos relatos como este, de metabdlitos secundarios sendo Uteis
como marcadores taxondmicos na sistematica vegetal. Por exemplo, as betalainas
sdo consideradas como marcadores quimicos da ordem Cariophyllales

(WATERMAN, 2007) e os terpenos vém sendo amplamente utilizados em estudos
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taxondmicos e em certa maneira na filogenia (REYNOLDS, 2007); Os flavonoides
tem ocorréncia em todas as plantas vasculares e tem se mostrado uteis em um nivel
taxondmico baixo, no nivel de familias, géneros e espécies. Entretanto, existem
outros metabolitos secundarios que mesmo tendo distribuicdo limitada tem uma
importancia taxondmica acima do nivel de familia (como varios tipos de alcaloides,
acido elagico, betalainas, glucosinolatos, poliacetilenos, antraquinonas, lactonas
sesquiterpénicas, iridoides, entre outros) (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999).

Em uma tentativa de mapear a presenca de certos metabdlitos secundarios,
observou-se na familia Fabaceae que os alcaloides quinolizidinicos podem ser
utiizados como marcadores quimiotaxondmicos por serem especialmente
abundantes em membros da “alianca genistoide s.l.” incluindo varias tribos da
subfamilia Papilionoideae, com uma clara excecao da grande tribo Crotalariae (que
produz alcaloides pirrolizidinicos) (WINK, 2003). Além de alcaloides quinolizidinicos,
as leguminosas acumulam uma ampla variedade de alcaloides, derivados de
diversos precursores. No entanto, para a maioria deles a ocorréncia é restrita a
poucos taxons comumente nao relacionados.

De fato, diversos casos complicam a aplicacdo da distribuicdo dos metabdlitos
secundarios na resolucao filogenética. O primeiro deles € a presenca de metabdlitos
secundarios idénticos ou semelhantes com a mesma origem biossintética em plantas
claramente distantes (WATERMAN, 2007). E o caso do alcaloide antitumoral
camptotecina que ja foi encontrado em diversas familias de plantas néo
relacionadas: Ordem Rubiales: Ophiorrhiza mungos, O. pumila, O. filistipula
(Rubiaceae); Ervatamia heyneana (Apocynaceae) e Mostuea brunonis

(Loganiaceae); ordem Cornales: Camptotheca acuminata (Nyssaceae); ordem
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Celastrales: Nothapodytes foetida, Pirenacantha klaineana (lcacinaceae) (WINK,
2003).

Ainda que, uma estrutura particular possa indicar uma relagcdo monofilética, sua
co-ocorréncia pode também ser resultante de convergéncia evolutiva (genes que
codificam para uma determinada via metabdlica evoluiram independentemente), ou
de expressao génica diferencial de genes originados precocemente Nno processo
evolutivo e que se encontram desligados, mas com possibilidade de se ligarem em
algum momento posterior (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999; WATERMAN,
2007; WINK, 2003). Por este motivo € também importante para a sistematica a
incorporacao da filogenética em estudos de quimiossistematica (REYNOLDS, 2007)
considerando-se a evolucdo das vias metabdlicas.

A importancia da precaucdo na utilizacdo de caracteres quimicos pode ser
exemplificada pelos alcaloides tropanicos, um dos grupos mais representativos da
familia Solanaceae, mas também encontrados em outras familias como
Euphorbiaceae, Erythroxylaceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Proteaceae e
Rhizophoraceae. Como observado no estudo, os alcaloides tropanicos nédo se
agrupam em um grupo monofilético e aparentemente nao estdo relacionados (WINK,
2003).

O segundo fator a ser considerado e que complica a utilizacdo de caracteres
quimicos na filogenia é a grande influencia de diversos fatores extrinsecos com forte
impacto nos produtos finais das vias metabolicas (WATERMAN, 2007). Existe
variabilidade no perfil quimico de acordo ao 6rgdo analisado, o estagio de
desenvolvimento da planta, mudancas sazonais, estresse, e em geral ao ambiente

no qual se desenvolve a planta devido a efeitos como infec¢éo, ataque, herbivoria e
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lesdo, entre outros. A inconsisténcia na composi¢cado quimica faz com que o valor
destes caracteres na sistematica vegetal torne-se uma questdo interpretativa como
no caso dos marcadores morfolégicos tradicionais (WINK, 2003).

Apesar da grande variabilidade no perfil quimico pela sua dependéncia de
fatores ambientais, a arvore filogenética obtida com dados quimicos (perfil
metabdlico de extratos em metil t-butil éter analisados por GC/MS) de espécies do
género Zingiber, crescidas sob as mesmas condicbes ambientais, foi basicamente a
mesma que aquela obtida com dados de DNA (regides rpsl6 e trnL-F), de maneira
gue em alguns casos, o perfil quimico pode assumir importancia nesta avaliacao
(JIANG et al., 2006).

Sob o ponto de vista da fungcéo ecoldgica, os metabdlitos secundarios sdo de
grande importancia para a sobrevivéncia e reproducéo das plantas. Podem oferecer
a planta defesa frente a microorganismos, virus, herbivoros ou plantas
competidoras. Podem também atuar como sinalizadores, atraindo polinizadores ou
dispersores de sementes. Dadas estas caracteristicas, os metabolitos secundarios
sao caracteres adaptativos originados e modificados como consequéncia da selecéo
natural ao longo do processo evolutivo (WINK, 2003).

Um terceiro fator a considerar é que o sistema defensivo de plantas encontra-
se sob uma forte pressdo evolutiva podendo favorecer a selecdo de novas e mais
eficientes “armas” de defesa, o que leva a produgdo de grande diversidade de
metabdlitos secundarios. Assim, 0s genes envolvidos nas vias metabdlicas
responsaveis pela biossintese de metabdlitos secundarios sdo um dos elementos
genéticos de mais rapida evolucdo (FISCHBACH; WALSH; CLARDY, 2008). O

estudo anterior ndo desvaloriza estes metabdlitos como marcadores taxondmicos,
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mas evidencia a dificuldade de interpretacdo destes marcadores. Assim, pode ser
mais util para a sistematica focar na via metabdlica que esteja sendo expressa ao
invés de que no produto final desta via (WATERMAN, 2007).

Um quarto aspecto a ser analisado refere-se ao peso dado aos metabdlitos
produzidos pela planta, pois alguns intermediarios de vias metabdlicas podem néo
ser consumidos a mesma velocidade em que sdo produzidos e isto faz com que no
momento da analise sejam detectados alguns compostos que nao S840 expressos
diretamente, mas como subprodutos da via metabodlica (WATERMAN, 2007). E por
altimo, devido ao fato de que a fitoquimica nos dltimos anos, tem sido dirigida a
bioatividade e néo para fins quimiotaxonomicos, algumas plantas ndo possuem
estudos quimicos enquanto outros sao incompletos. Existe também a possibilidade
de que certas publicacdes tenham erros enquanto a identificacdo de compostos ou
espécies, de maneira que as inconsisténcias na quimiossistematica devem ser
interpretadas com precaucdo (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999). Familias
como Asteraceae e Apiaceae sao relativamente bem estudadas quimicamente,
engquanto outras ndo apresentam nenhum estudo (GRAYER; CHASE; SIMMONDS,
1999).

Da mesma maneira recomenda-se ter em conta uma populacdo ampla de
espécies do mesmo género ou familia para conseguir um mapeamento quimico mais
completo que possa resultar em conclusfes mais apropriadas quanto a sua utilidade
quimiotaxondmica (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999).

No sentido mais amplo, a quimiotaxonomia, utilizando micro- e macromoléculas
tem contribuido com o objetivo de gerar um sistema de classificacdo (arvore

evolutiva) completo e adequado (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999). ApoOs
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analisar diversos fatores e exemplos pode-se estabelecer que a distribuicdo dos
metabdlitos secundarios tem, de fato, um valor taxondmico. No entanto, como sua
ocorréncia é decorrente da adaptacdo e estratégias de vida seu valor num
determinado ambito filogenético, deve ser analisada critica e cuidadosamente
(WINK, 2003). Ao mesmo tempo, esta disciplina, pode continuar aportando idéias
Uteis na reconstrucao filogenética de plantas (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999;
WATERMAN, 2007).

Uma diferenca nos resultados entre a quimiotaxonomia e a filogenia molecular,
nao significa necessariamente que um deles esteja errado. Uma arvore filogenética
baseada em somente um tipo de caracter, seja ele morfolégico, quimico ou
molecular, reflete a evolugcdo desse caracter em particular e ndo a evolucdo da
planta como tal (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999). Por este motivo, a
classificacdo de plantas ndo deve se basear somente em um caracter mas em um
conjunto de caracteres apropriados a fim de obter um retrato mais fidedigno da
histéria evolutiva desse grupo (GRAYER; CHASE; SIMMONDS, 1999).

Neste trabalho objetivou-se utilizar o perfil metabdlico de peperomias para
estabelecer correlagbes entre a quimica e a evolugdo das peperomias inferida a

partir de dados moleculares.

1.2 METABOLOMICA

Os metabdlitos produzidos pelas plantas sdo produtos finais das redes
metabdlicas, a expresséo final do genoma a nivel metabdlico (HUR et al., 2013)

(SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). E sabido que o estado metabdlico das plantas
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€ controlado dinamicamente pela regulacdo da transcricdo em resposta as
condi¢cbes ambientais e de desenvolvimento (PUTRI et al., 2013). Muitas respostas a
alteracdo da expressdo génica, como por exemplo, das plantas ao estimulo
ambiental, resulta em mudancas qualitativas do perfil metabdlico, de maneira que a
identificacdo qualitativa dos metabdlitos é indispensavel (SUMNER; MENDES;
DIXON, 2003).

A descricdo do conjunto de metabolitos secundarios nas diversas partes de
uma planta, sob diversas condi¢cdes de crescimento e tratamento é definido como
metaboléma (FERNIE, 2003) (FIEHN, 2002). Pode-se entender o metaboloma como
uma caracteristica fenotipica de um organismo que € regulada de maneira complexa
por diversos componentes celulares em diferentes niveis.

A metabolémica é a andlise qualitativa e quantitativa de todos (ou do maior
namero possivel) os metabdlitos que participam de reacdes metabdlicas em um
organismo, (COX et al., 2014 ;VERPOORTE et al., 2008) (DUNN; ELLIS, 2005). Em
relacdo a uma analise metabdlica exaustiva, o perfil metabdlico € rapido, néo
direcionado, de alta capacidade em numero de amostras e com um requerimento
minimo de material biolégico (IVANISEVIC et al., 2011).

A metaboldbmica é uma das mais recentes tecnologias “Gmicas” que esta em
rapido desenvolvimento e vem sendo aplicada cada vez mais em diferentes campos
de biologia, como gendmica funcional, fisiologia, toxicologia, patologia,
quimiotaxonomia, ecologia quimica e na pesquisa de produtos naturais (CHOI;
VERPOORTE, 2014) (COX et al., 2014).

A analise metaboldomica permite obter um perfil instantaneo do estado genético

funcional de um organismo estudando seu perfil bioquimico, permitindo investigar
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entre outras coisas, os efeitos epigenéticos das variagcbes ambientais, efeitos das
modificacbes genéticas e em estudos de resposta da planta a estresses ou
interacdo planta-hospedeiro (COX et al., 2014; CHOI; VERPOORTE, 2014
;DIETERLE et al., 2006; IVANISEVIC et al.,, 2011; SUMNER; MENDES; DIXON,
2003). Fatores ambientais como radiacdo UV, temperatura, umidade, fatores
biéticos como xenobidticos (por exemplo, toxinas, pesticidas, farmacos), fontes
nutricionais (por exemplo, nitrogénio ou carbono em quantidade limitada, estresse
salino, inanicdo), doencas progressivas, etapas de desenvolvimento do organismo
ou modificacBes genéticas conduzem a deslocamentos qualitativos e quantitativos
especificos nos padrdes de metabdlitos (HOLMES et al., 2006).

Presume-se que um organismo contém tantos metabolitos quanto genes que
possui, um numero aproximado de 30000 metabdlitos no caso de plantas. Como a
metabolémica trata com todos os metabdlitos do organismo, uma falha na extracéo
de todos os metabdlitos ou a transformacdo dos metabdlitos durante o
processamento do material estudado pode fornecer uma informacgéo equivocada, e
uma visdo distorcida do metaboloma (CHOI; VERPOORTE, 2014). Assim, 0s
estudos metabol6bmicos requerem uma analise de metabdlitos precisa, global e com
a maior velocidade possivel (COX et al., 2014).

O procedimento que se segue em um estudo de metabolémica inclui
preparacdo da amostra, analise utilizando instrumentacao variada, processamento
de dados e andlise dos resultados (PUTRI et al., 2013).

A andlise gqualitativa e quantitativa exaustiva de todos os metabdlitos numa
célula, tecido ou organismo € um objetivo muito ambicioso que ainda esta longe da

realidade para qualquer sistema (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Esta
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limitacdo esta ligada a complexidade quimica do metaboléma, a mudanca biolégica
prépria da maioria de organismos vivos e as limitacbes da maioria das
aproximacoes experimentais (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003).

O desenho de um protocolo pré-analitico eficiente € um grande desafio devido
ao grande numero de metabdlitos com ampla faixa de polaridade, diferente
estabilidade e diversidade quimica presentes em um organismo (CHOI,
VERPOORTE, 2014). A rigor, ndo existe uma Unica técnica com a capacidade de
caracterizar todo o metaboloma (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Primeiramente
€ necessaria a cessacao das reacdes bioldgicas na célula processo que € chamado
de quenching e que permite obter o perfil metabdlico em um momento determinado
(PUTRI et al., 2013). No entanto, estresses fisicos como alta temperatura ou
congelamento/descongelamento é também aplicado (PUTRI et al., 2013). A extracéo
€ 0 processo de obter os metabdlitos da célula, para selecionar um método
apropriado de extracdo deve se considerar as propriedades quimicas do analito de
interesse e a reatividade das enzimas. O método mais comumente usado € extracdo
com solventes organicos como cloroférmio e metanol.

Uma Unica técnica analitica ndo permite a visualizacdo do metaboloma, de
maneira que varias tecnologias devem ser utilizadas a fim de ter uma viséo integral
do metabolédma (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Diversos métodos analiticos
séo utilizados em andlises metabolébmicos, entre os quais estéo o infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia em camada fina (TLC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), HPLC com deteccdo de ultravioleta
(LC/UV/PDA), eletroforese capilar com detetor de ultravioleta (CE/UV), eletroforese

capilar com deteccdo de fluorescéncia induzida por laser (CE/LIF), eletroforese
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capilar acoplada a espectrometria de massas (CE/MS), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas GC/MS, cromatografia liquida acoplada a
detetor de massas (LC/MS), espectrometria de massas em tandem com
cromatografia liquida LC/MS/MS, transformada de Fourier- espectrometria de
massas (FTMS), HPLC acoplada com detetor de MS e RMN (LC/RMN/MS) e
LC/RMN/MS/MS (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). As técnicas hifenadas como
LC-MS, LC-MS e LC-RMN tem um interesse crescente (NAKABAYASHI; SAITO,
2013; URICH-MERZENICH et al., 2007) e vém fornecendo dados de maneira rapida
e abrangente, permitindo a quantificacdo e a reprodutibilidade (COX et al., 2014).
Estas diferentes tecnologias tém diferentes caracteristicas de velocidade,
seletividade e sensibilidade; por exemplo, a RMN é rapida e seletiva, mas tem
sensibilidade relativamente baixa (10° mol). A eletroforese capilar acoplada a
fluorescéncia induzida por laser (CE/LIF) é altamente sensitiva (10® mol), mas n&o
é seletiva; técnicas hifenadas de massas com GC/MS e LC/MS oferecem boa
sensibilidade (102 e 10™® mol respectivamente) e seletividade, mas os tempos de
andlise sdo relativamente mais longos. A técnica LC/UV, com tempos de analise
prolongados, é pouco sensivel (10° mol) (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003).
GC/MS é uma alternativa de relativamente baixo custo que permite analises
reprodutiveis de maneira eficiente e seletiva, podendo resolver misturas complexas e
com uma vantagem importante de uma base de dados bastante abrangente para a
identificacdo de estruturas (COX et al., 2014; DUNN; ELLIS, 2005); No entanto, se
requer que a amostra seja volatil. Este requerimento € resolvido por derivatizacéo
guimica, mas aumenta o tempo de analise, processamento e variancia (SUMNER,;

MENDES; DIXON, 2003).
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Em um experimento de espectrometria de massas muitos metabdlitos podem
ser detectados em um experimento nao direcionado. No entanto, a identificacdo
destes compostos é complicada devido ao fato de que muitos produtos naturais tém
isdmeros que ndo podem ser diferenciados unicamente baseados em sua relacéao
m/z e também porque para uma faixa de variagdo de m/z <5 ppm podem ser
geradas multiplas férmulas empiricas (SUMNER et al., 2015). A quantificacédo
absoluta é dificil de obter por metabolomica baseados em MS, no entanto, a
utilizacdo de compostos isotopicamente marcados e células totalmente marcadas
tem tornado a quantificacao possivel (PUTRI et al., 2013).

LC-MS é a tecnologia mais amplamente utilizada em anélises metabolémicas
devido a sua habilidade de separacdo e deteccdo de uma faixa grande de
compostos com grande sensibilidade e seletividade (COX et al., 2014). As analises
com LC-MS se fazem a temperaturas menores e 0s analitos ndo precisam ser
volateis, ndo sendo necessaria a derivatizacdo e simplificando a preparacdo da
amostra (DUNN; ELLIS, 2005) (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). A possibilidade
de customizar os parametros de separacao, detec¢do ou até mesmo estabelecer um
alvo de diversas moléculas a baixas concentracfes, faz com que esta técnica seja
uma ferramenta ideal para analises metabolémicas (COX et al., 2014).

RMN é um método muito adequado em estudos metabolémicos porque permite
a deteccdo simultanea de diversos grupos de metabdlitos secundarios. Além disto,
0S sinais sdo proporcionais a sua concentracdo molar, fazendo possivel a
comparacao direta de concentracdo entre os metabdlitos sem a necessidade de
fazer curvas de calibracdo para cada composto, adicionalmente € possivel fazer

elucidagcéo estrutural dos compostos usando RMN 2D e sem necessidade de
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fracionamento do extrato (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010). Uma analise de RMN é
um método que precisa pouca preparacdo de amostra, ndo destrutivo e de alto
rendimento (DUNN; ELLIS, 2005). No entanto, possui baixa sensibilidade,
demandando quantidades de amostra maiores a outros métodos analiticos (KIM,;
CHOI; VERPOORTE, 2010).

A grande quantidade de dados gerados pelos instrumentos analiticos requer a
utilizacdo de procedimentos matematicos e estatisticos para extrair a maior
guantidade de informacdo atil (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). As técnicas
guimiométricas vém contribuindo fundamentalmente para o estudo metabolémico, na
medida em que permitem a racionalizacdo de conjuntos amplos de dados, facilitando
sua interpretacdo. As aproximacdes estatisticas requerem um desenho experimental
cuidadoso incluindo amostragem e analise por replicata e a aplicacdo de testes
estatisticos (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). E necesséario que as aplicacbes
computacionais permitam diferenciar se as amostras sdo ou ndo semelhantes
estatisticamente e quais sédo as diferengcas ou semelhancas (SUMNER; MENDES;
DIXON, 2003).

A andlise de componente principal (PCA) é o método predominante para
reduzir a dimensionalidade dos dados. No entanto, existem outras metodologias
para mineracdo de dados como os algoritmos de agrupamento (agrupamento
hierarquico, arvores de agrupamento, K-means, etc.) (COX et al., 2014; SUMNER,;
MENDES; DIXON, 2003).

Em um conjunto de dados de metaboloma, algumas variaveis mostram
informacdo redundante; o PCA reduz o numero de variaveis dependentes

substituindo grupos de variaveis inter-relacionadas com uma Unica nova variavel,
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reduzindo assim variaveis complexas em componentes principais manipulaveis sem
prejudicar a qualidade dos dados (COX et al., 2014). Com PCA, os componentes
principais sdo estruturados para representar a variacdo dos dados em um esquema
bi- ou tri-dimensional. Esta técnica permite observar padrdes de agrupamento das
amostras e possiveis out-liers (COX et al., 2014). O resultado final € mostrar o efeito
da divergéncia no conjunto de dados sem incluir grandes quantidades de “ruido”
irrelevantes (HOLMES et al., 2006).

A analise hierarquica de clusters (HCA) agrupa as amostras de acordo com sua
semelhanca (SUMNER; MENDES; DIXON, 2003). Por sua vez, o agrupamento K-
means € outro método de agrupamento que utiliza um ndamero (K) fixo de grupos; o
principio é semelhante ao HCA, no qual se deve definir uma distancia métrica que
governa o agrupamento, mas a maneira de agrupamento é diferente (SUMNER,;
MENDES; DIXON, 2003).

A metabolémica para o estudo de sistemas biolégicos ainda tem um longo
periodo de desenvolvimento por percorrer antes de conseguir a maturidade (PUTRI
et al.,, 2013). No entanto, devido as vantagens técnicas, a metabol6émica tem
desempenhado um papel fundamental no estudo de plantas, contribuindo para o
entendimento dos sistemas celulares e descodificando a fungéo dos genes (PUTRI
et al., 2013).

Uma visdo holistica do metabolismo das plantas que permita entender
integralmente as mudangas em uma célula ou organismo frente a estimulos bidticos
e abidticos pode ser dada por meio da abordagem de estudos do perfil metabdlico
em combinacdo com dados do transcriptoma e do proteoma, abordagem que se

denomina biologia de sistemas (URICH-MERZENICH et al., 2007). Estes estudos
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permitiriam um entendimento aprofundado das mudancas que acontecem na propria
planta e os mecanismos que ela utiliza para fazer frente a estes estimulos.

O estudo proposto com perfil metabdlico de peperomias pode fornecer
informacgdes cruciais no sentido de determinar o potencial das espécies quanto a
presenca de metabdlitos bioativos, mas pode também contribuir para identificar os
padrées metabdlicos que juntamente com dados gendmicos permitam a

compreensao da diversidade molecular.

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE ESPECIES DE PEPEROMIA

Comparado com Piper, poucos estudos fitoquimicos ja foram desenvolvidos
para Peperomia, e somente 34 espécies foram estudadas (ANEXO 1 e 2). Apesar
disto, mais de 200 compostos foram isolados de suas espécies, evidenciando sua
fitoquimica extremamente rica (ANEXO 1). A grande diversidade quimica de
Peperomia ¢é ilustrada pela variedade de produtos naturais isolados;
fenilpropanoides, terpenoides, lignoides, cromenos, flavonoides, policetideos e
amidas (WANG et al., 2012).

Diversos compostos bioativos foram isolados da familia Piperaceae, mas Piper
€ responsavel por 85% do total de relatos, enquanto que publicacbes de Peperomia
representam sé 15% (LOPEZ et al., 2010), devido ao fato de que existe um maior
numero de espécies de Piper estudadas quando comparado com Peperomia.

As espécies de Peperomia tém amplas aplicacdes na medicina popular
(ANEXO 2). Por exemplo, preparacdes fitomedicinais podem ser utilizadas para o

tratamento da asma, tosse, inflamacado, Ulceras gastricas e arritmia cardiaca.
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Algumas espécies sao utilizadas como diuréticos, analgésicos, antibiéticos ou para o
controle do nivel de colesterol (ARRIGONI-BLANK et al., 2004; BAYMA et al., 2000;
FELIPPE et al., 2008; LI, 2008; VELOZO et al., 2009; WANG et al., 2012). De forma
complementar, existem varias descricbes da atividade biolégica de compostos puros
isolados de Peperomia. Propriedades antiparasitarias (MAHIOU et al., 1996),
citotoxica (WU et al., 2005; WU et al., 2006), e antifungica (SALAZAR et al., 2005) ja
foram determinadas. Outros compostos sdo também conhecidos por ter atividade
antiprotozoaria (MAHIOU et al., 1996), atividade antialimentar contra trés fitéfagos
(Spodoptera litura, Rhaphidopalpa foveicollis e Atractomorpha crenulata)
(GOVINDACHARI; KUMARI; PARTHO, 1998), anti-HIV (ZHANG et al., 2007) e anti-
inflamatoria (LI et al., 2007). Como resultado deste potencial farmacoldgico, existe
um crescente interesse na identificacdo de novos compostos de Peperomia assim
como de derivados sintéticos das moléculas isoladas, evidenciado pelo aumento no
namero de publicacbes relacionadas com Peperomia nos ultimos cinquenta anos

(Figura 2).

Numero de publicacdes
(=Y
o

Figura 2. Numero de artigos relacionados com Peperomia publicados nos ultimos 50 anos
(SciFinder® Agosto de 2014).
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Os produtos naturais isolados de espécies de Peperomia podem ser
classificados de acordo com sua origem biossintética: Os fenilpropanoides (Figura 3
e ANEXO 1a) representam aproximadamente 12% dos compostos naturais isolados
do género. As lignanas (Figura 3 e ANEXO 1b-f) 31 %. Um total de 26 flavonoides
foram caracterizados no género (Figura 3 e ANEXO 19), representando 11 % do
total dos compostos isolados. Os policetideos (Figura 3, ANEXO 1h-j) podem ser
considerados a principal classe de compostos do género, com 33 % do total.
Diferentes tipos de amidas também foram obtidos de espécies de Peperomia,

representando 8% dos compostos isolados (Figura 3 e ANEXO 1K)

outros
amidas
policetideos
flavonoides =
lignanas ?
fenilpropanoides
0 10 20 30 40
% de compostos isolados

Figura 3. llustracédo da porcentagem do tipo de produto natural isolado do género
Peperomia.

1.3.1 Fenilpropanoides (Grupo A)

Compostos do tipo foram isolados de folhas de P. campylotropa, P.
dindygulensis, P. duclouxii, P. nitida, P. oreophila, P. pellucida, P. sui e P. tetraphylla
(ANEXO 1a).

Fenilpropanoides como o dillapiol (A20) (BAYMA et al., 2000) e apiol (A21)

(MANALO, 1983) (MALQUICHAGUA SALAZAR, 2009) foram identificados no 6leo
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essencial das folhas de P. pellucida e P. nitida. Outro composto representativo do
grupo o 2,2,2-trimetoxi-estireno (A12) (MANALO, 1983), foi encontrado no extrato
metanolico da parte aérea de P. pellucida.

Nas folhas de P. oreophila podem ser identificados o éster Z- e E- 3,4,5-
trimetoxi-cindmico e também o andlogo de configuracdo E contendo um anel
metilenodioxifenila (A24, A25 e A23, respectivamente) (SALAZAR et al., 2012).

Nas folhas de P. tetraphylla Li e colaboradores identificaram os compostos A23
(LI et al., 2007) e A26 (LI et al., 2013), assim como seus derivados acetilados. Em
esta planta também ja foi reportada a presenca de a-asarona (A19) (LI et al., 2007) e
do 2,4,5-trimetoxi-benzaldeido (A8) (LI, 2011).

Os &cidos Z- e E-p-cumérico (Al4 e A15) (LI et al., 2007), &cido E-ferdlico
(A18) (LI et al., 2007), acido vanilico (A6) (LI et al., 2007), o acido siringico (A9) (LI
et al., 2007) e o 3-hidroxitirosol (A10) (LI et al., 2007) foram encontrados nas folhas
de P. duclouxii. O 3-hidroxitirosol, eugenol (A16) (CHENG et al., 2003) e outros
benzenoides como benzaldeido (Al) (CHENG; CHEN, 2008), metilparabeno (A4)
(CHENG et al., 2003), salidrosideo (Al1l) (CHENG et al., 2003) e 2,6-dimetoxi-p-

qguinona (A5) (CHENG; CHEN, 2008) foram caracterizados das folhas de P . sui.

1.3.2 Lignanas (Grupos B-F)

Existe uma grande diversidade quimica das lignanas encontradas em espécies
de Peperomia, com uma variedade estrutural bastante ampla. Varios tipos de
lignanas, como as lignanas tetraidrofuranicas (ANEXO 1b), isoladas de P. blanda,
P. dindygulensis, P. heyneana e P. pellucida; secolignanas (ANEXO 1c),

encontradas em P. blanda, P. dindygulensis, P. glabella var. nervulosa, P. heyneana,
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P. pellucida e P. sui; lignanas Furofuranicas (ANEXO 1d) obtidas de P. duclouxii,
P. obtusifolia, P. oreophila, P. pellucida, P. sui, P. tetraphylla e P. vulcanica,
Lignanas (ANEXO 1e) identificadas em P. dindygulensis, P. duclouxii, P.
fernandopoioana, P. pellucida, P. sui e P. vulcanica e Norlignanas (ANEXO 1f)
isoladas de P. tetraphylla e P. pellucida.

Em diversos casos, como observado nos exemplos, uma uUnica espécie pode
produzir mais de um tipo de lignanas, como no caso da P. pellucida, que produz
todos os tipos de lignanas descritas.

Em P. duclouxii estédo reportados um total de 12 lignanas (E4, E5, E8-E17) (LI
et al., 2007; LI et al., 2003; ZHU; LI; WANG, 2008). Entre elas, cinco contém um anel
y-lactona, um deles é uma lignana glicosidica e quatro outros compostos nao
apresentam o anel. Provavelmente estes quatro compostos podem ser artefatos
produzidos durante a extragdo. Outras lignanas com anel y-lactonico, isoladas de
espécies do género sdo a (+)-hinokina (E2) (CHENG et al., 2003) isolada das folhas
de P. sui, matairesinol-dimetil-eter (E6) (MBAH et al.,, 2012; MBAH et al., 2002) e
Kusunokinol (E7) (MBAH et al., 2002) isolados de P. vulcanica.

As lignanas tetraidrofuranicas foram encontradas em quatro espécies do
género, P. blanda (B1 - B5) (FELIPPE et al., 2008) e P. dindygulensis (B6 - B8, B11
e B12) (WU et al., 2005), Cada uma apresenta cinco compostos. P. pellucida tem
quatro metabolitos reportados (B6, B9, B12 e B13) (XU et al., 2006), e somente
duas lignanas foram identificadas em P. heyneana (B9 e B10) (ZHANG et al., 2007).

As espécies que produzem as secolignanas sao P. dindygulensis (C3 - C5, C7
- C9, C11, C14, C16 - C22) (LIN et al., 2011) (WANG et al., 2014; WU et al., 2006)

(CHEN LI, 2007, GOVINDACHARI; KUMARI; PARTHO, 1998) e P. heyneana (C5,
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C7, C10, C12, C16 - C19 e C21 - C23) (ZHANG et al.,, 2007) com 15 e 10
substancias diferentes, respectivamente. Entre as secolignanas isoladas de espécies
de Peperomia, observou-se a presenca de substituintes como hidroxila, metoxila e
metilenodioxi. No entanto, ndo foi identificado nenhum padrdo para estas
substituicbes e de qualquer forma, na maioria dos casos a substituicdo ocorre no
carbono a do anel y-lactonico. Entre as secolignanas encontradas no género
Peperomia se destacam as peperominas A - F e H, pois sdo muito comuns no
género. As peperominas D e H, sdo encontradas em poucas espécies do género.

Por sua vez, as lignanas furofuranicas, também encontradas em varias
espécies de Peperomia. Entre os diferentes metabolitos pode-se destacar, a
sesamina (D1) (XU et al., 2006) (MBAH et al., 2002) isolada das folhas de P.
pellucida e P. vulcanica; pinoresinol (D2) isolado de P. sui (CHENG et al., 2003),
medioresinol (D4) , siringaresinol (D9) e zhepiresinol (D15), que parece ser um
“produto de quebra” do grupo fenila, todos eles encontrados nas folhas de P.
duclouxii (LI et al., 2007); episesalina (D11) (MOTA et al., 2009 ;MOTA et al., 2011) e
sesartemina (D12) (MOTA et al.,, 2009) extraida de P. obtusifolia, diayangambina
(D13) (MOTA et al., 2011) (SALAZAR et al., 2012) de P. obtusifolia e P. oreophylla e
por ultimo yangambina (D14) (MBAH et al., 2002) que pode ser encontrada em
folhas de P. vulcanica.

Entre as norlignanas a pellucidina A (F1) (BAYMA et al., 2000) foi isolada de P.
pellucida enquanto que as norlignanas F2, F3 e F4 (LI et al.,, 2007; LI; TONG,;

HUANG, 2012) foram isoladas de P. tetraphylla.



46

1.3.3 Flavonoides (Grupo G)

Um total de 26 flavonoides (ANEXO 1g) foram caracterizados de P. blanda, P.
dindygulensis, P. duclouxii, P. obtusifolia, P. pellucida, P. serpens, P. sui, P.
tetraphylla e P. vulcanica.

Até o momento um total de 10 flavonoides (G6, G8 - G12 e G23 - G26) (CHEN
LI, 2007; CHENG et al., 2003; FELIPPE et al., 2008; LI CHEN, 2008; LI CHEN, 2007,
MOTA et al., 2009; MOTA et al., 2011; WANG et al., 2012; WU et al., 2005) foram
isolados de P. dindygulensis em sua maioria encontrados na forma heterosidica
(G23 - G26) (LI CHEN, 2008; LI CHEN, 2007; MOTA et al.,, 2009; MOTA et al.,
2011).

A distribuicdo dos flavonoides no género é bastante heterogénea. Alguns
flavonoides como a pellucidatina (G14) (AQIL, 1993) sao encontrados somente em
uma espécie, neste caso na P. pellucida. Outros flavonoides como a 5-hidroxi-
dimetoxiflavona (G6) (CHENG et al., 2003; WU et al, 2005), 5-hidroxi-
trimetoxiflavona (G8) (CHEN LI, 2007; CHENG et al., 2003; FELIPPE et al., 2008;
WANG et al., 2012) e 5-hidroxi-tetrametoxiflavona (G12) (CHEN LI, 2007; CHENG et
al.,, 2003; FELIPPE et al.,, 2008; WANG et al., 2012; WU et al., 2005) sé&o

encontradas em varias espécies de Peperomia.

1.3.4 Policetideos (Grupo H-I)

Um total de 52 policetideos ja foram isolados de peperomias (ANEXO 1h).

Compostos deste tipo foram encontrados em P. alata, P. dindygulensis, P. duclouxii,
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P. glabella var. nervulosa, P. proctorii, P. sui, P. trineura e P. vulcanica. Entre eles
pode-se identificar varios analogos prenilados (ANEXO 1i).

Alguns destes policetideos apresentam a porcdo caracteristica 2-
acilciclohexano-1,3-diona (H1 - H23) (CHENG et al., 2003; FANG, 2011; FERREIRA
et al., 2014; LI et al., 2007; SEERAM et al., 2000; WANG et al., 2012; WANG; QU;
LIANG, 2013; WU et al.,, 2005; ZHU, 2011). Esta porcdo apresenta um sinal
caracteristico no RMN, com um singleto raro em &~ 18 (1H, s, OH) atribuido a enona
guelatada. Estes compostos tém diferencas na cadeia lateral, com diferente nUmero
de carbonos, posicdo das insaturacdes, anéis aromaticos e em alguns casos se
observa a presenca de um grupo 3,4-metilenodioxifenila.

P. dindygulensis € uma espécie interessante, com dois policetideos raros
contendo nitrogénio (H24 - H26) (WANG; QU; LIANG, 2013).

Policetideos prenilados foram identificados em P. urocarpa, P. arifolia, P.
obtusifolia, P. oreophila e P. galioides, (ANEXO 1i). De um total de seis policetideos
prenilados isolados de espécies de Peperomia, cinco deles sdo encontrados em

folhas de P. galioides.

1.3.5 Cromenos (Grupo J)

Diversos cromenos (ANEXO 1, Grupo J) foram obtidos de P. amplexicaulis, P.
blanda, P. clusiifolia, P. galioides, P. nitida, P. obtusifolia, P. oreophila, P. serpens, P.
sui e P. villipetiola.

Duas espécies que se destacam sao P. obtusifolia da qual foram isolados 12

cromenos prenilados diferentes (J13-J15, J17 e J19-J26) (BATISTA et al., 2012,
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BATISTA et al.,, 2011; BATISTA et al., 2010; BATISTA et al., 2009; MOTA et al.,
2009; TANAKA; ASAI; IINUMA, 1998). Esta espécie de Peperomia representa a
principal fonte de cromenos do género, mas tal diversidade pode ser simplesmente
resultante de um estudo mais intensivo. A outra espécie a ressaltar é a P. villipetiola,
para a qual foram descritos sete cromenos prenilados (J1 - J6 e J10) (SALAZAR et

al., 2005).

1.3.6 Amidas (Grupo K)

Apesar das amidas serem compostos muito frequentemente isolados de
espécies de Piper, diferentes tipos de amidas (Grupo K) foram também isolados de
Peperomia (ANEXO 1k). Estas amidas foram encontradas até o presente em P.
dindygulensis, P. duclouxii, P. oreophila, P. sui, P. heyneana e P. tetraphylla.

Uma ampla variedade estrutural foi reportada em espécies de Peperomia.
Entre outras, foram identificadas aristolactamas, cefaradionas, alcaloides aporfinicos
e fenilamidas. Entre estas a P. duclouxii se destaca pela presenca de um total de
dez amidas diferentes isoladas das partes aéreas. Entre as amidas isoladas se
encontra a N-[2-(3,4-dihidroxifenil)-etil]-3,4-dihidroxi-benzamina (K12) (LI et al.,,
2007), isolada de P. duclouxii junto com as feruloiltiraminas (K13, K14 e K16) (LI et
al., 2007, 2007). Algumas delas sdo também reportadas para P. tetraphylla, P. sui e

P. heyneana.
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1.3.7 Oleos essenciais

A composicao quimica e a atividade biolégica dos 6leos essenciais de espécies
de Peperomia tém sido amplamente estudadas. E reportado na literatura estudos de
Oleo essencial de um total de 16 espécies: P. pellucida, P. vulcanica, P. blanda, P.
rupestris, P. circinnata, P. rotundifolia, P. oreophila, P. galioides, P. emarginella, P.
serpens, P. subespatulata, P. macrostachya, P. chalhuapuquiana, P. obtusifolia, P.
alata e P. circinnata (ANEXO 2).

A composicao quimica dos 6leos essenciais de Peperomia caracteriza-se pela
grande quantidade de sesquiterpenos, sendo os principais componentes dos 6leos
essenciais do género. Entre os sesquiterpenos, o -cariofileno e o germacreno D
séo os que se encontram mais frequentemente. No entanto, em alguns casos como
em P. pellucida e P. subespatulata os principais componentes sdo fenilpropanoides
(DEDIAZ; DIAZ; CARDOSO, 1988).

Como no caso dos compostos ndo volateis, os 6leos essenciais de espécies de
Peperomia também mostram compostos raramante encontrados na natureza como é
0 caso de 1-metiletilideno propano dinitrila (56%) em P. pellucida (OLOYEDE, 2010)
e 3-ishwarona (78.2%) em P. oreophila (LAGO et al., 2007).

O O6leo essencial de P. pellucida € o mais estudado do género, ja que
apresenta diversas propriedades medicinais. Entre os compostos identificados no
Oleo essencial de P. pellucida o dillapiol € o componente principal, com uma
porcentagem de 37.8 - 55.3% (DA SILVA et al.,, 2006; DE LIRA et al., 2009;
FRANCOIS et al., 2013; OGUNWANDE et al., 2009). Outros componentes, como

carotol (13,41%), trans-3-pinanona (32,59%) e 2,4,5-trimetoxi-estireno foram
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identificados como constituintes majoritarios no 6leo essencial da mesma planta (P.
pellucida) de diferente origem geogréafica (MOREIRA et al., 1999; OLOYEDE, 2010)
0 que mostra a plasticidade expressa pelos componentes volateis das plantas.

A P. galioides é outra espécie bem estudada do género e mostrou variacdo na
composicdo dos Oleos essenciais dependendo da origem geografica. Em um
trabalho desenvolvido com espécies coletadas no Brasil e no Per(, as espécies
mostraram como principais componentes os sesquiterpenos B-globulol (22,2%), epi-
a-bisabolol (29,2%) e B-cariofileno (13,1-16,0%). No entanto, em amostras coletadas
na Coldmbia o principal componente do 6leo essencial foi o fenilpropanoide safrol
(42,3%) (DE LIRA et al., 2009; DE FEO et al., 2008; ROBAYO-GAMA et al., 2010).

Estas variacbes intraespecificas também sdo observadas em individuos
coletados em uma mesma regido, onde é avaliada a variacdo na porcentagem dos
constituintes do O6leo essencial. Zoghbi e colaboradores (2005) estudaram P.
rotundifolia e P. circinnata coletadas em diferentes localidades e o estudo da
composicdo do Oleo essencial mostrou variacdbes na porcentagem de seus
constituintes. O 6leo essencial de P. rotundifolia tem como principal constituinte o
limoneno (28,7-35,0%), decanal (22,8-44,4%) e no caso de P. circinnata o
monoterpeno mirceno (12,2-31,2%) e o sesquiterpeno B-felandreno (17,5-25,4%),
em ambos 0s casos as porcentagens dos compostos foi variavel (ZOGHBI et al.,
2005).

As mudancas no perfil quimico de 6leos essenciais de espécies de Peperomia
foram atribuidas ao estado da amostra no momento da analise. Lira e colaboradores
realizaram analises do 6leo essencial das folhas de P. galioides, onde observaram

variagbes na porcentagem dos constituintes volateis em amostras com material
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fresco e seco. Compostos como B-cariofileno (fresco =13,1%, seco = 16,0%), a-
humuleno (fresco =13,2%, seco = 17,3%) e epi-a-bisabolol (fresco = 15,1%, seco =
21,3%) sdo encontrados em maior porcentagem em amostras secas (LEO LIRA,
2007).

Em outro estudo, com P. serpens, Silva et al., analisaram o 6leo essencial de
folhas frescas e secas e detectaram uma mudanca semelhante na porcentagem
relativa dos principais constituintes por meio da extracdo por hidrodestilacdo de
folhas frescas e secas. Foram identificados o acetato de (Z)-nerolidila (fresco =
42,9%, seco = 36,6%) e (E)-nerolidol (fresco = 31,3% seco = 29,1%) em diferentes
porcentagens dependendo das condicbes das folhas. Entretanto, a extracdo da
mesma amostra por extracdo em fase sélida SPME mostrou os sesquiterpenos a-
humuleno (49,1%) e B-cariofileno (35,1%) como os principais constituintes da planta
(DA SILVA et al., 2006).

A variabilidade encontrada na composi¢cado dos 6leos essenciais de espécies de
Peperomia depende basicamente da origem e da manipulacdo das amostras

(ARAUJO et al., 2012).

1.4 POLICETIDEOS DE PEPEROMIA

A maioria dos compostos isolados de espécies de Peperomia séo oriundos da
via biossintética dos policetideos. Estes compostos pertencem a uma das maiores e
mais diversas classes de metabolitos secundarios que s&o formados por um grande
namero de organismos diferentes incluindo procariotos e eucariotos (FLORES-

SANCHEZ; VERPOORTE, 2009; STAUNTON; WEISSMAN, 2001).
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Os policetideos sdo o0s compostos com maior potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos (SHEN, 2003). Alguns exemplos incluem a
danorubicina, eritromicina, tetraciclina, rampamicina e lovastatina (SHEN, 2003), que
desempenham um papel importante na medicina, devido a suas atividades como
antimicrobiana, antiparasitaria, antineoplasica, imunossupressiva e controladora do
nivel de colesterol (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009; WATANABE;

PRASEUTH; WANG, 2007).

1.4.1 Policetideo sintases (PKS)

Os compostos policetidicos sdo biossintetizados pela acdo de enzimas-chave
conhecidas como policetideo sintases (PKS) (VALARMATHI et al., 2009). As
policetideo sintases sdo um grupo de enzimas que catalisam a condensacao de
ésteres-CoA iniciadores, como por exemplo, acetil-CoA, com ésteres-CoA
extensores, por exemplo, malonil-CoA (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).
As PKSs evoluiram a partir de sintases de &cidos graxos (FASs) do metabolismo
primério e sdo classificadas de acordo com sua configuragdo arquitetdbnica como

tipo I, Il ou lll (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).

1.4.1.1 PKStipo |

O tipo | de PKS (Figura 4) descreve um sistema de um ou mais proteinas
multifuncionais que contém um sitio ativo diferente para cada reacdo catalisada pela

enzima na montagem e modificacdo da cadeia policetidica de carbonos. Estas
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enzimas estdo organizadas em modulos, contendo principalmente aciltransferases
(AT), proteina carregadora do grupo acila (ACP) e B-ceto acil sintase (B-KS). As
PKS | estdo sub-agrupadas como iterativas ou modulares e estdo usualmente

presentes em bactérias e fungos (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).
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Figura 4. PKS tipo | (n&o iterativa) (modificada de (SHEN, 2003)).

1.4.1.2 PKStipo Il

As PKS tipo Il (Figura 5) constituem-se num sistema de enzimas individuais
que possuem um Unico conjunto de atividades e agem de maneira iterativa. Uma
série minima consiste de duas unidades de cetosintases (a— e 3 — KS) e uma ACP
que serve cOomo uma ancora para o crescimento da cadeia policetidica. Subunidades
adicionais de PKS como as cetoredutases, ciclases ou aromatases definem o padrao
de ciclizacdo do intermediario policetidico e as modificacdes adicionais, como
oxidacdes, reducdes ou glicosilacbes do composto policetidico. O Unico grupo de
organismos conhecidos que utilizam sistemas PKS do tipo Il para a biossintese de
policetideos s&o actinomicetos de solo e marinhos. (FLORES-SANCHEZ,

VERPOORTE, 2009).
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Figura 5. PKS tipo Il (iterativa) (SHEN, 2003)

1.4.1.3 PKStipo lll/ PKS em plantas

Enzimas PKS tipo Il (Figura 6) estdo presentes em bactérias, plantas e fungos,
e sdo essencialmente enzimas de condensacdo sem ACP (proteina carregadora de
acila) e atuam diretamente sobre substratos acil-CoA (FLORES-SANCHEZ;
VERPOORTE, 2009; SHEN, 2003). As chalcona sintases (CHS) e estilbeno
sintases (STS) sé&o as enzimas mais estudadas deste tipo, sendo este grupo

chamado do tipo CHS/STS (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).
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Figura 6. PKS tipo Il (ACP independente e iterativa) (SHEN, 2003).

PKSs do tipo Ill produzem uma ampla variedade de compostos como

chalconas, pironas, acridonas, floroglucinois, estilbenos e lipidios resorcindlicos.
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Além de seus diversos produtos, estas PKS possuem uma ampla distribuicdo, uma
estrutura relativamente pequena e simples e sédo faceis de manipular geneticamente
(YU et al., 2012).

As PKS tipo lll sdo estruturalmente diferentes das PKS tipo | e Il, mesmo
contendo o residuo de cisteina altamente conservado em todas as PKSs. Esta
cisteina € responsavel pela atividade PKS, atua como nucledfilo e sitio onde se liga
o intermediario policetidico (YU et al., 2012). A sequéncia de aminoacidos de este
motivo de cisteina em PKS Il aparenta ndo ter semelhanca a aqueles de
cetosintase (KS) das PKS tipo | e Il (SHEN, 2003). As PKS tipo IlIl de plantas tem
um tamanho aproximado de 400 aminoacidos (41-44 kDa) e compartilham um 45-
95% de identidade entre elas (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).

Pequenas modificacbes no sitio ativo das PKS de plantas oferecem uma
grande diversidade funcional, pois estas mudancas influenciam na sele¢cdo do
substrato, no tamanho da cadeia policetidica e no mecanismo da reacdo de
ciclizacdo. O tamanho do sitio ativo influencia a seletividade da molécula iniciadora
e limita o tamanho da cadeia policetidica sintetizada (FLORES-SANCHEZ;
VERPOORTE, 2009).

Diferentes iniciadores de cadeia sao utilizados por PKS Il variando de
substratos de tipo alifatico-CoA a aroméatico-CoA, de substratos pequenos (acetil-
CoA) a volumosos (p-cumaroil-CoA) ou substratos polares (malonil-CoA) a nao
polares (isovaleroil-CoA). Adicionalmente, as PKS podem ter diferente nimero de
reacoes de condensacao, levando a diversos tamanhos de cadeia policetidica. O
padrao de ciclizacédo das PKS de plantas pode ser realizado de diferentes maneiras,

conferindo uma diversificacdo funcional e estrutural de policetideos extraordinaria as
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plantas (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009; WATANABE; PRASEUTH;
WANG, 2007).

Vérias PKS do tipo Il foram descritas em plantas e todas elas participam da
biossintese de metabdlitos secundarios: chalcona sintases (CHS), 2-pirona sintases
(2-PS), estilbenosintases (STS), bisbenzilsintases (BBS), homoeriodictiol/
eriodictiolsintases (HEDS ou HvVCHS), acridonasintases (ACS), benzofenona
sintases (BPS), floroisovalerofenona sintases (VPS), isobutirofenonasintases (BUS),
acido triacéticocumaroilsintases (CTAS), benzalacetonasintases (BAS), C-
metilchalconasintases (PstrCHS2), estilbenocarboxilatosintases (STCS), e do tipo
anter-especifica chalcona sintases (ASCL) (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE,
2009).

Dependendo do padréo de ciclizacdo dos substratos intermediarios as enzimas
PKS Il podem ser classificadas como chalcona sintase (CHS), estilbeno carboxilato
sintase (STCS), estilbeno sintase (STS) ou &cido triacético cumaroil sintases
(CTAS) (Figura7) (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).

As PKS tipo chalcona sintase (CHS) se caracterizam por permitir uma
condensacao de Claisen que leva a ciclizagdo intramolecular entre o carbono C6 e
C1 (Figura 7). A ciclizagdo nas PKS tipo estilbenosintase (STS) acontece entre os
carbonos C2 e C7 por meio de uma condensacdo alddlica e com uma
descarboxilacdo do C1 como CO; (Figura 7). Na PKS tipo CTAS é formada uma
lactona entre o oxigénio do carbono C5 e o carbono C1 (Figura 7). Por sua vez, as
estilbenocarboxilato sintases (STCS) apresentam também uma condensacgéo
alddlica com a consequente ciclizagdo entre os carbonos C2 e C7 sem a

descarboxilagédo que apresentam as STS (Figura 7).
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Figura 7. Tipos de ciclizacéo catalisadas por enzimas PKS de plantas. A Seta cheia ilustra a
condensacdo de Claisen C6/C1, a seta traco e ponto representa a condensacao aldélica
C2/C7 e a seta pontilhada mostra a lactonizacdo do oxigénio no C-5/C-1. Seta dupla indica
mais de uma etapa. Adaptado de FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009.

As enzimas envolvidas na sintese de acridonas, estilbenos e chalconas estdo
intimamente relacionadas (SCHRODER, 1997). Acredita-se que esta familia de
proteinas € mais antiga do que se pensa devido ao fato de que sequéncias
relacionadas sdo encontradas em bactérias (25-30% de identidade com CHS de

plantas e presenca de cisteina no sitio ativo) (SCHRODER, 1997).

1.4.1.3.1 Chalcona sintase (CHS)

As chalcona sintasa (CHS) intervém na biossintese de flavonoides

(WATANABE; PRASEUTH; WANG, 2007); catalisam a sintese de grande namero de
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substancias de interesse bioldgico. Por exemplo, substancias que brindam protecéo
a planta da luz ultravioleta, substancias responsaveis pela coloracao das flores, pela
defesa contra patdgenos, interagdo com microorganismos e fertilidade (SCHRODER,
1997). Estas enzimas séo proteinas relativamente pequenas (40-45 kDa) e utilizam
ésteres CoA de fenilpropanoides como substratos, catalisam trés reacdes de
condensacdo com malonil-CoA na sintese de um tetracetideo que resulta em um

novo sistema aromatico (SCHRODER, 1997).

1.4.1.3.2 Estilbeno sintase (STS)

Os estilbenos sao pouco comuns em plantas vasculares e tem ocorréncia em
familias de plantas pouco relacionadas. Estas substancias atuam como fitoalexinas,
indicadores de estresse e contribuem para a resisténcia de tecidos lenhosos. Este
tipo de substancias é sintetizado pela acdo de uma estilbeno sintase, uma enzima
que esta intimamente relacionada com as CHS (com 70% de identidade de
aminoacidos conservados) (SCHRODER, 1997).

As reacdes de CHS e STS sao idénticas até a formacéo do tetracetideo, e o
sitio catalitico (cisteina, Cys169) se encontra na mesma posicdo em ambas as
proteinas. A diferenca radica na reacdo de anelamento (condensacdo aldélica
versus condensacao de Claisen) (ECKERMANN et al., 2003) (Figura 7). Todas as
STS analisadas in vitro resultam em produtos descarboxilados. No entanto,
estilbenoides que conservam o grupo carboxilico também sao encontrados em

plantas (SCHRODER, 1997).
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A partir de uma arvore filogenética construida com 34 sequéncias de CHS e 4
sequéncias de STS revelou-se que as STS nao formam um cluster separado das
CHS. Isto sugere que as STS evoluiram de CHS vérias vezes independentemente
no curso da evolucdo. De fato, as STS conservam uma identidade entre 60 e 70%
com as CHS (ECKERMANN et al., 2003) e experimentos demonstraram que a
mudanca de 4 aminoacidos em uma sequéncia de CHS de 107 aminoéacidos
resultou na atividade de STS (TROPF et al., 1994).

Curiosamente, as CHS se agrupam em subfamilias que em grande medida
correspondem com as familias sistematicas (TROPF et al., 1994); jA as STS se
agruparam com as CHS da mesma planta ou de espécies relacionadas (TROPF et
al., 1994).

E praticamente impossivel distinguir entre as enzimas CHS, STS e CTAS pela
comparacao geral das proteinas. Isto complica a pesquisa devido ao fato de que a
maioria de sequéncias identificadas como CHS foram identificadas por comparacao
com sequéncias existentes em bases de dados, de maneira que € dificil saber se
funcionalmente elas sédo CHS, STS ou CTAS (SCHRODER, 1997). A classificagéo
de uma proteina clonada como CHS, STS ou CTAS ou outra enzima relacionada
requer evidencia genética ou expressdo funcional em outro organismo (expressao
heterdloga) para se confirmar sua funcionalidade (SCHRODER, 1997).

Grande progresso ja foi feito para entender o mecanismo de reacdo de PKS de
plantas, varias estruturas cristalinas ja foram identificadas e o mecanismo de reacao
de CHS e STS ja foi decifrado. No entanto, 0 mecanismo de reacdo de enzimas

como STCS ainda é incerto (FLORES-SANCHEZ; VERPOORTE, 2009).
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1.4.1.3.3 Estilbeno carboxilato sintases (STCS)

As enzimas STCS possuem uma atividade semelhante as STS, porém, sem a
descarboxilagéo final (Figura 7) (ECKERMANN et al., 2003).

A atividade in vitro de STCS foi demonstrada até 2003, mesmo com baixa
porcentagem de formacdo do produto esperado (ECKERMANN et al., 2003). Esta
proteina STCS contém residuos pouco comuns em posicdes que em outras
proteinas relacionadas com CHS séo altamente conservadas, sendo que estudos de
metagénese demonstram que estes residuos sdo importantes para a atividade

estrutural e catalitica (ECKERMANN et al., 2003).

1.4.2 Acido orselinico como intermediario na via biossintética de produtos

naturais de Peperomia

Existem diversos produtos naturais de espécies de Peperomia que podem ser
originados pela acdo de uma STS tendo como intermediario o acido orselinico. E o
caso dos compostos 14 (P. galioides, P. urocarpa), I5 (P. oreophila, P. arifolia), 16 (P.
obtusifolia, P. galioides) ou pela acdo de uma STCS (mantendo o grupo carboxilico)
como no caso dos compostos |17 (P. galioides e P. urocarpa), J1 (P. serpens, P.
villipetiola), J2 (P. nitida, P. villipetiola), J3 e J4 (P. villipetiola), J5 (P. nitida, P.
villipetiola), J9 (P. serpens), J10 (P. villipetiola), J18 (P. ampleuxicaulis), J19- J26 (P.
obtusifolia) (ANEXO 1). A rota biossintética para estes compostos de P. villipetiola

(Figura 8) foi sugerida por Salazar em 2005 (SALAZAR et al, 2005).
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Figura 8. Biogénese de cromenos isolados de Peperomia villipetiola. IPP: pirofosfato de
isopentenila; OMT: O-metiltransferase. Baseado em (SALAZAR et al., 2005). Em vermelho
se ressalta o acido orselinico, intermediario comum.

Compostos semelhantes a aqueles derivados de &cido orselinico presentes em

Peperomia foram isolados também do extrato etandlico da parte aérea da planta

medicinal chinesa Rhododendron anthopogonoides (Figura 9), pertencente a familia

Ericaceae (IWATA; KITANAKA, 2011).
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R=H

Figura 9. Policetideos prenilados de Rhododendron anthopogonoides (IWATA; KITANAKA,
2011).

Em 2010 foi publicado um trabalho com outras substancias semelhantes da
mesma planta (Figura 10), isoladas do extrato etandlico da parte aérea (IWATA,
KITANAKA, 2010).

O acido ilicicolinico B (Figura 10) foi também encontrado em Peperomia
galioides e P. urocarpa (estrutura 17, ANEXO 1).

Outros compostos semelhantes derivados do orcinol, ja tinham sido descritos
em 2004 para outra planta medicinal chinesa Rhododendron dauricum pertencente a
mesma familia (IWATA et al., 2004). Foram isolados sete meroterpenos do extrato
etandlico da parte aérea (Figura 11).

A conflutenina e a grifolina foram isolados previamente dos fungos Albatrellus
confluence, Grifolia confluence e Polyporus dispansus (HELLWIG et al., 2003) (ISHII
et al., 1988). A grifolina (Figura 11) foi também isolada de Peperomia galioides

(MAHIOU et al., 1995) (estrutura 14, ANEXOL).
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Figura 10. Derivados de acidos benzoicos e cromenos isolados de Rhododendron

anthopogonoides (IWATA; KITANAKA, 2010)
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dauricromeno A dauricromeno B

dauricromeno C dauricromeno D

OH OH

OH OH
conflutenina grifolina orcinol

Figura 11. Derivados de &cidos benzoicos e cromenos isolados de Rhododendron dauricum
(IWATA et al., 2004).
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O &cido orselinico € encontrado comumente em liquens (associacdes
simbidticas entre fungo e alga) como monémero de depsideos e depsidonas
(BIRCH, 1967) (CHOOI et al.,, 2008); também é encontrado em fungos como
Penicilium madriti (GAUCHER; SHEPHERD, 1968), Penicillium fennelliae (EIJK,
1969), Chaetomium globosum (XU et al., 2014) e Aspergillus nidulans (SANCHEZ et
al.,, 2010). Em plantas foi encontrado o glicosideo do acido orselinico 2-O-B-D
glucopiranosideo orselinico (Figura 12) no extrato metandlico da planta Syzygium
aromatica, pertencente a familia Myrtaceae (CHARLES; GARG; KUMAR, 1998).

HO

COOH
o ﬂo‘?ﬁ

HO

OH

Figura 12. Glicosideo de acido orselinico isolado de Syzyngium aromatica (CHARLES;
GARG; KUMAR, 1998).

Como observado (Figura 13), a presenca deste tipo de substancias ndo é uma
caracteristica sinapomorfica, mas podendo resultar da convergéncia evolutiva, no

gual estes caracteres evoluiram de maneira independente varias vezes.
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de

http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/ mostrando a relagdo filogenética distante
entre as ordens Piperales (a qual pertencem as peperomias), Myrtales (a qual pertence a

planta Syzygium aromatica) e Ericales a qual pertencem as plantas da familia
Rhododendron.
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1.4.2.1 Acido orselinico sintase

A atividade do é&cido orselinico sintase (OSAS) foi demonstrada pela primeira
vez em um extrato bruto de células do fungo Penicilium marditi em 1968
(GAUCHER; SHEPHERD, 1968). Em 1997 foi identificado o gene AviM em
Streptomyces viridochromogenes, que expresso em Streptomyces lividans e S.
coelicolor levou a formacdo de acido orselinico, a sequéncia deduzida de
aminoacidos para este gene exibiu grande semelhanca com PKS tipo | (GAISSER et
al., 1997).

Em 2002, foi identificado o gene CalO5 de Micromonospora echinospora que
codifica para uma PKS tipo I, com uma semelhanca notavel com AviM (65% de
identidade, 93% de semelhanca) (AHLERT et al.,, 2002). Em 2001 foi publicado
numa patente (WO 0151639-A2 44 19-JUL-2001) para o gene evrJ de
Micromonospora carbonaceae, que codifica para um acido orselinico sintase, PKS

tipo 1.

1.5 FUNGOS ENDOFITICOS

A grande quantidade de exemplos de fungos endofiticos produtores de
compostos isolados da planta hospedeira e a dificuldade de amplificacdo do gene
responsavel pela producdo do acido orselinico nas peperomias estudadas apontou
para o estudo de seus fungos endofiticos. A hipOtese seria a participacdo de
microorganismos endofiticos na producdo do &cido orselinico (intermediario

biossintético dos policetideos derivados do acido orselinico isolados da planta).
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Bactérias e fungos sdo os endofitos mais comumente encontrados em plantas.
No entanto, outros microorganismos poderiam fazer parte da comunidade
microbioldgica hospedeira das plantas como Archeae (STROBEL et al., 2004).

Os fungos endofiticos sdo aqueles que habitam tecidos de uma planta viva e
aparentemente saudavel sem gerar nenhuma manifestacdo negativa imediata (ALY
et al.,, 2010; KHARWAR et al., 2011; STONE, 2011). Todos os tipos de interacdes
envolvendo fungos e plantas sdo possiveis: comensalismo, mutualismo e
parasitismo (STONE, 2011). Existem varios relatos que mostram a participacdo de
comensalismo dos fungos endofiticos em diferentes circunstancias de estresse a
planta hospedeira, como tolerancia a altas temperaturas, seca, salinidade do solo,
presencia de metais, herbivoria, doencas em geral e estimulo ao crescimento da
planta e obtencdo de nutrientes (RODRIGUEZ; REDMAN, 2008) (GUNATILAKA,
2006). Por sua vez, os endofiticos geralmente permanecem em estado de laténcia
por longos periodos. Sob determinadas condicbes ambientais os fungos podem
tornar-se patogénicos. Alguns fungos podem ser patogénicos para algumas plantas
e ter relagdes de comensalismo ou mutualismo com outras (RODRIGUEZ;
REDMAN, 2008).

Os fungos endofiticos por estarem sujeitos a permanentes interacfes
metabdlicas e ambientais apresentam grande potencial biossintético para a
producdo de metabdlitos bioativos (Figura 14) (CHITHRA et al., 2014; STROBEL et
al., 2004). Entre os compostos produzidos por microorganismos endofiticos se
encontram aqueles com aplicacdes na agricultura, na industria e na medicina, como
antibioticos, antifingicos, imunosupressores e compostos anticancerigenos

(STROBEL et al., 2004), sendo a grande maioria compostos policetidicos.
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Considerando-se a existéncia de mais de 300.000 espécies de plantas
superiores, cada uma hospedando uma comunidade complexa de fungos
endofiticos, pode-se supor que muito pouco é conhecido com relacéo a biologia de
endofiticos (KHARWAR et al., 2011; STONE, 2011; STROBEL et al., 2004). Trata-se
de um campo de estudo quase inexplorado e bastante promissor, fato evidenciado
pelo aumento do numero de publicacGes relacionadas ao tema nos ultimos anos
(ALY et al., 2010).

A classificacao filogenética dos endofiticos isolados pode ser determinada pelo
sequénciamento de certas regides dos acidos nucleicos (sendo a regido espacadora
ITS do rDNA a mais comumente utilizada para tais fins) através da comparacao com
sequéncias de nucleotideos de fungos ja conhecidos, pode-se identificar a categoria
taxondémica do isolado (ordem, familia ou até incluso o género) (STONE, 2011).

Os compostos isolados de fungos endofiticos sdo de grande variedade
estrutural, incluindo benzopiranos, alcaloides, aminas, amidas, esteroides, fenois,
derivados de isocumarinas, flavonoides, fenilpropanoides, cromonas, depsidonas,
depsipeptideos, policetideos, lignanas, peptideos, quinonas, espirobisnaftalenos,
terpenos, xantonas, citochalasinas, enniatinas, compostos clorados, entre outros
(Figura 14) (GUO et al., 2008; KHARWAR et al., 2011; TAN; ZOU, 2001; VERMA;

GANGWAR; NATH, 2014; VERMA; KHARWAR; STROBEL, 2009).
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Figura 14. Exemplo de compostos isolados de fungos endofiticos com atividade biolégica
(GUO et al., 2008; STROBEL et al.,, 2004; KHARWAR et al., 2011; VERMA; KHARWAR,;
STROBEL, 2009)

O perfil metabdlico dos fungos é fortemente influenciado pelo ambiente quimico
onde o endofitico se desenvolve. Existe grande incerteza sobre o que o endofitico

produz em cultura com relacdo ao que produz no ambiente natural. E provavel que
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os fatores que afetam a planta hospedeira como sazonalidade, idade, locacalizacéo
e ambiente podem afetar a biologia do endofitico (qualitativa ou quantitativamente)
(STROBEL et al., 2004). Também é evidente que dependendo da composicdo do
meio de cultura, a temperatura de crescimento, o tempo de desenvolvimento do
fungo, o grau de aeracdo, e até a planta de onde foi isolado, muda o perfil de
metabolitos produzidos pelo fungo endofitico (qualitativa ou quantitativamente)
(STROBEL et al., 2004). Assim, ndo ha consenso sobre quais sdo as condicdes
Otimas para a producdo de metabdlitos secundarios (MATHAN, 2013), mesmo
porque depende dos metabolitos de interesse e do fungo sob analise.

Alguns fungos endofiticos podem produzir os mesmos compostos ou analogos
a aqueles produzidos pela planta hospedeira. Tais semelhancas biossintéticas
podem ser resultado da grande e prolongada interacdo simbiotica entre fungo e a
planta hospedeira (CHITHRA et al.,, 2014), o que levou a Tan e Zou a pensar na
‘recombinacdo genética” entre o fungo e a planta hospedeira ao longo do processo
evolutivo (transferéncia horizontal de genes) permitindo a incorporagcéo de genes de
rotas biossintéticas da planta hospedeira ao endofitico (TAN; ZOU, 2001).
Entretanto, ndo existem ainda estudos que comprovem esta hipétese (FRISVAD;
ANDERSEN; THRANE, 2008).

Uma mesma substancia pode ser gerada através de diferentes vias
metabolicas (FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008), como no caso da emodina
(Figura 15), uma antraquinona produzida por fungos bem diferentes, Cortinarius
sanguineus (basidiomiceto) e Penicilluim islandicum (ascomiceto). Este composto é

também encontrado na planta Rheum rhaponticum (ruibarbo) sendo que a
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biossintese na planta ndo guarda nenhuma semelhanca com a do fungo (FRISVAD;
ANDERSEN; THRANE, 2008).

Um dos casos mais amplamente conhecidos de producédo de compostos tanto
pelo fungo endofitico como pela planta hospedeira, € o caso do agente anti-tumoral
Taxol (Figura 15). Encontrado em espécies do género Taxus e isolado
primeiramente da planta Taxus brevifolia, o Taxol foi posteriormente encontrado no
fungo endofitico Taxomyces andreanae, hospedeiro da mesma planta (STIERLE;
STROBEL; STIERLE, 1993). Outro caso conhecido é o alcaloide citotoxico
camptotecina (Figura 15), utilizado como precursor de medicamentos anti-
cancerigenos. A camptotecina esta presente em baixas concentracdes nas raizes de
espécies de Nothapodytes e foi isolado posteriormente do fungo endofitico da familia
Phycomycetes, proveniente da planta Nothapodytes foetida (PURI et al., 2005). A
Azadirachta indica, o neen, uma planta produtora do inseticida natural azadiractina
(Figura 15) é hospedeira do fungo Eupenicillium parvum que também produz essa
substancia (KUSARI et al., 2012). O agente anticancerigeno cajanol (Figura 15)
encontrado na planta Cajanus cajan foi também isolado do fungo endofitico Hipocrea
lixii (ZHAO et al., 2013). Finalmente, os fungos Colletotrichum gloeosporioides e
Mycosphaerella sp. PF13 isolados de Piper nigrum sdo produtores de piperina
(Figura 15) um dos principais compostos isolados da sua planta hospedeira e com
diversas atividades biolégicas (CHITHRA et al., 2014; CHITHRA et al., 2014).

No caso particular da familia Piperaceae, existem alguns relatos de fungos
endofiticos isolados de espécies de Piper, como aqueles ja descritos anteriormente
dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e Mycosphaerella sp. PF13 isolados de

Piper nigrum (CHITHRA et al.,, 2014; CHITHRA et al., 2014). De Piper nigrum L.
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coletada no nordeste da India, foi isolado também fungo Muscodor albus MOW12
produtor de uma mistura antimicrobiana volatil, de acordo com andlises de
cromatografia a gas, etanol foi o componente majoritario seguido por hexanal e o
acetato de etila (BANERJEE et al., 2014). Além dos fungos descritos, também foram
isolados os fungos Aureobasidum pullutans, Fusarium sporotrichioides, Gliocladium
roseum, Phialophora verrucosa, Stachylidium bicolor, Trichoderma viride, Penicillium

chrysogenum, Penicillium citrinum e Penicillium frequentants (SHANKAR, 2010).

ouon ()
DI
o N O>
O OH o

o OH O

emodina camptotecina cajanol piperina

taxol azadiractina

Figura 15. Alguns exemplos de compostos isolados de fungos endofiticos e de suas plantas
hospedeiras.

De Piper longum por sua vez foi isolado o fungo Chaetomium sp. (VERMA;
GANGWAR; NATH, 2014) assim como também o fungo Periconia sp., produtor de
piperina (VERMA et al., 2011). Das folhas da planta Piper hispidum foram isolados

21 fungos endofiticos grupados em 11 géneros (Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum,
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Glomerella, Guignardia, Schizophyllum, Phomopsis, Phoma, Phlebia, Marasmius e
Lasiodiplodia) (ORLANDELLI et al., 2012). De Piper guineense foi isolado um fungo
Fusarium sp, do qual foram isolados entre outros compostos 0 novo cromeno (S)-
bancromeno (Figura 16), além de sete compostos conhecidos (TATONG et al.,
2014). De Piper aduncum foi obtido o fungo Xylaria sp, do qual foi isolada uma nova
citocalasina (Figura 16) junto com outros cinco compostos conhecidos (SILVA et al.,
2010). Outro trabalho da mesma planta, foi isolado Xylaria sp. produtor de uma nova
dihidro-isocoumarina o &cido (3R,4R)-3,4-dihidro-4,6-dihidroxi-3-metil-1-oxo-1H-
isocromeno-5 carboxilico (Figura 16) que apresentou atividade anti-fungica e
atividade inibitoria de acetilcolinesterase. (OLIVEIRA et al.,, 2011). Em um outro
estudo, foram isolados dois novos sesquiterpenos: &cido 9,15-diidroxi-
presilfiperfolan-4-oico e o acido 15-acetoxi-9-hidroxi-presilfiperfolan-4-oico (Figura
16) de Xylaria sp. isolado das folhas de Piper aduncum (SILVA et al., 2010). Outro
estudo de fungos endofiticos de folhas e caule da mesma planta levou ao isolamento
de 315 fungos, de 85 morfologias diferentes, entre os quais foram identificados
fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium (LIMA et al., 2011). Este
altimo estudo assim como todos os descritos mostram a grande oportunidade de
estudo de fungos endofiticos de espécies da familia Piperaceae para a descoberta
de novas substancias.

No caso especifico de Peperomia, até 0 momento ndo existe nenhum estudo
publicado, desta maneira este trabalho é uma das primeiras contribuicbes ao
conhecimento de sua diversidade microbioldgica.

Os compostos policetidicos de fungos sao produzidos por enzimas PKS

iterativas de multidominio. Estes compostos podem ser grupados em nao reduzidos
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(NR), parcialmente reduzidos (PR) e altamente reduzidos (HR) (BINGLE; SIMPSON;
LAZARUS, 1999; NICHOLSON et al., 2001; COX, 2007). Os fungos sdo conhecidos
por produzir compostos policetidicos estruturalmente diversos (NICHOLSON et al.,
2001; ANKE et al., 2009) e por serem a maior fonte de policetideos (em particular os
Deuteromicetos) (BINGLE; SIMPSON; LAZARUS, 1999). Muitos destes compostos
sdo conhecidos por causar danos severos na agricultura, na indastria alimentaria e
na saude humana (ANKE et al., 2009; COX, 2007). No entanto, também mostram
diversas atividades biolégicas como antibidticas, antiinflamatorias, antitumoral e
antiviral (ANKE et al., 2009); sendo a lovastatina (figura 17) um dos compostos mais
conhecidos na medicina por sua capacidade de reducédo dos niveis de colesterol no

sangue.

0" oH

dihidro-isocoumarina
acido(3R, 4R)-3,4-dihidro-4,6-dihidroxi-3-
metil-1-oxo-1H-isocromeno-5carboxilico

¢

(S)- bancromeno citocalasina

O~ OH
acido 9,15-diidroxi- acido 15-acetoxi-9-
presilfiperfolan-4-oico hidroxi-presilfiperfolan-
4-oico

Figura 16. Alguns compostos isolados de fungos endofiticos hospedeiros de espécies de
Piper.
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Outros policetideos isolados de fungos sdo a aflatoxina B1, fumonisina,
citrinina, assim como o policetideo altamente complexo T-toxina (Figura 17) (ANKE
et al., 2009).

O acido orselinico (Figura 17) € o tetracetideo ndo reduzido mais simples
isolado de fungos e € biossintetizado através da condensacdo do grupo acetato
como iniciador e de trés unidades extensoras de malonil (SANCHEZ et al., 2010).
Foi um dos primeiros policetideos isolados de fungos, obtido inicialmente do fungo
Penicillium madriti em 1968 (ANKE et al., 2009). Entretanto, também é encontrado
em outros fungos do género Penicillium e Aspergillus (COX, 2007), como o
Apergillus nidulans (SANCHEZ et al., 2010).

O acido orselinico sintase (OSAS) (gene AN7909.4) foi estudado no fungo
Aspergillus nidulans, sendo uma PKS multidominio tipo |, com 2104 aminoacidos e
semelhante com outras PKS néo reduzidas identificadas em sequiéncias génicas de
fungos (SANCHEZ et al., 2010). A organizacdo dos dominios da OSAS de fungo
diverge daquela OSAS descrita em bactérias (SANCHEZ et al., 2010), que é
também uma PKS tipo | e forma parte do cluster génico dos policetideos derivados
de &cido orselinico, calicheamicina (gene CalO5) e avilamicina A (gene AviM),
estudados nas bactérias Micromonospora echinospora e  Streptomyces
viridochromogenes respectivamente (AHLERT et al., 2002; GAISSER et al., 1997). A
OSAS de bactéria é mais semelhante com as PKS parcialmente reduzidas de fungo
do que com as PKS nao reduzidas (SANCHEZ et al., 2010). Todos estes genes
descritos para OSAS, junto com outras sequéncias de PKS de plantas, foram
utilizados neste trabalho para o desenho de iniciadores que permitissem a

amplificagéo da acido orselinico sintase em peperomias.
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Figura 17. Exemplo de policetideos isolados de fungos.

Derivados do acido orselinico sdo também encontrados em fungos de
diferentes espécies como Chaetomium globosporum, Chaetomium globosum,
Eurotium cristatum, Penicillium purpurogenum, Penicillium rubrum, Penicillium
commune, Armillaria melea e varias outras espécies do género Armillaria em
culturas duplas (Figura 18). Varios desses derivados apresentaram atividade contra
o virus da influenza, anti-cancerigenos e antibacterianos (BASHYAL et al., 2005; DU
et al., 2014; GAO et al., 2011; MISIEK et al., 2009; SCHLORKE; ZEECK, 2006;

SONNENBICHLER et al., 1997; STIERLE; STIERLE; GIRTSMAN, 2012; WANG et



al., 2011; XU et al., 2014).

OH OH o)

HO
O

OH OH
MeO OMe

cristatumside A
isolado de Eurotium cristatum

HO OH

berkazafilona B
isolado de Penicillium rubrum

OA[(\/
(0]
(e

HO OH

HO

globosumona A
isolado de Chaetomium globosum

Figura 18. Derivados de acido orselinico encontrados em diversas espécies de
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fungos endofiticos.

Apesar da relevante relacdo simbidtica dos fungos endofiticos com suas
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isolado de Armillaria mellea.

plantas hospedeiras, existem poucos estudos realizados com o objetivo de

determinar o grau de envolvimento de cada organismo no metabolismo do outro

(MEJIA et al., 2014). No caso especifico de plantas do género Peperomia ainda nao

h& relatos publicados de isolamento, identificacdo e caracterizacdo quimica de
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fungos endofiticos isolados das mesmas. Portanto, esse projeto objetiva contribuir
para descrever a estrutura evolutiva de espécies de Peperomia incluindo o

envolvimento de fungos endofiticos no seu metabolismo secundario.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo de espécies de Peperomia (Piperaceae) objetivando
compreender a estrutura evolutiva e avaliar sua correlagdo com o metabolismo

secundario.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o estudo filogenético de plantas pertencentes ao género Peperomia
usando os marcadores ITS e matK;

x  Obter dados de perfil metaboldlico (RMN *H, LC-ESI-MS e HPLC) de algumas
espécies de Peperomia e analisa-los através de de analises estatisticas
(HCA, DAPC);

* Realizar estudo fitoquimico de algumas peperomias incluidas no estudo;

* Sequenciar 0 gene responsavel pela biossintese de derivados de &cido
orselinico em espécies de Peperomia;

* Sequenciar genes PKS-CHS de espécies do género Peperomia e de familias
filogeneticamente relacionadas;

* |Isolar e identificar fungos endofiticos de diferentes partes de espécies de
género Peperomia;

* Estudar a diversidade de genes PKS e de OSAS nos fungos endofiticos

isolados de Peperomia,
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* Examinar a presenca de acido orselinico em extratos de Peperomia e de seus

fungos endofiticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

» Cromatografo liquido de alta eficiéncia: Sistema analitico Shimadzu com sistema
binario de bombas, modelo LC-20AD, detector UV-visivel com arranjo de diodos
modelo SPD-20AD e injetor automatico Shimadzu SIL-20A. Operando em um
intervalo de 200-800 nm.

« Coluna analitica de fase reversa Phenomenex Luna Su C18 (2) 100A° (250 mm x
4,6 mm).

* Espectrometro de massas: Bruker micrOToF - QIl acoplado a um CLAE
Shimadzu.

» Cromatografo a gas modelo Shimadzu CGMS-QP2010 Ultra.

* RMN: Gemini Varian 200 MHz. (IQ-USP; Prof. Alcindo A. Santos); Inova 300
(Varian); Bruker DRX500 (Central Analitica 1Q-USP)

» Concentrador: Centrivap concentrator, Labconco (SpeedVac)

» Centrifuga: Hitachi (High-speed refrigerated centrifuge), Himac CR226lI

* Rotaevaporador: Biichi Rotavapor R-124

» Termociclador Biorad MyCicler™

* NanoDrop (ThermoScientific)

* isolera One (Biotage®)
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3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 Coleta de espécies de Peperomia

As espécies de Peperomia foram coletadas em diferentes regides do Brasil e
vem sendo cultivadas nas estufas do LQPN no IQ-USP (Tabela 1). A identificacao
botanica foi realizada pela Dra. Elsie F. Guimaraes (Instituto de pesquisas do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro) e os vouchers foram depositados no Herbéario do
Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, RJ. Algumas das espécies

estdo ainda em processo de identificagao.

Tabela 1. Procedéncia das espécies de Peperomia estudadas.

Cédigo | Lugar de

Espécie LOPN coleta Foto
P. alata Ruiz & Congonhal
Pay K-1175 (MG)

Brotas

P. arifolia Mig. K-395 (SP)
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P. blanda (Jacq.) ) Urubici
Kunth. K-1497 (SC)
P. corcovadensis Gongalves
Gardner K-1188 (MG)
Lauro
P. galioides Kunth | K-1487 Muller

(SC)




P. glabella (Sw.) ) Ibicoara
A. Dietr. K-416 (BA)
P. glabella var. Intervales
nervulosa (C. K-816 (SP)
DC.) Yunk.
P. hilariana Mig | K-1489 | Urubici

(SC)
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P. hispidula (Sw.) ) Urubici
A. Dietr. K-1496 (SC)
P. incana (Haw) Séo Paulo
A. Dietr. (SP)
. Lauro
P MeQAPOIaMICa | 1486 | Muller
Dabhlst
(SC)
P. nitida Dahist | K-4g2 | Ybatuba

(SP)
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P. obtusifolia (L.) Séo Paulo
A. Dietr. (SP)
P. oreophila Caeté
Hensch K-418 (MG)
P. pellucida (L.) K-492 Manaus

Kunth

(AM)
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P. Séo Paulo
pseudoestrellensi | K-1201 (SP)
s C. DC.
P. rhombea Ruiz Congonhal
& Pav. K-1174 (MG)
Parque
P. rotundifolia (L) K-120 estadual
Kunth Intervales
(SP)
P. sandersii C. K-887 Séo Paulo

DC.

(SP)

87




P. serpens(Sw.) ) Ubatuba
Loudon K-556 (SP)
. Morro do
P. sm(E)oCr:ana C. K-1499 chapéu
' (BA)
P. sp. K-1064 | Morretes

(PR)
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P. subrubrispica

C. DC. K-1525 Piata (BA)
P. tetraphylla
G.Forst.) Hook. & 7
( : K-1094 | Juquel
Arn. (SP)
P. transparens Lauro
' P K-1485 Muller

Miq

(SC)
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_ ) Encantado
P. trineura Mig. | K-831 (RS)

] Séo Pedro

P. rocarpa fisch | k.1481 | do Iguac
y (PR)

3.2.2 Isolamento de fungos endofiticos das plantas

As folhas, caule e raizes foram coletadas de plantas saudaveis (P. arifolia, P.

glabella, P. nitida, P. oreophila e P. urocarpa) e o isolamento de fungos foi realizado

no mesmo dia da coleta.

O material coletado foi lavado com agua e posteriormente esterilizado por

sucessivas imersfes em etanol 70% (1 min.) e hipoclorito de sédio 2% (3 min.),

seguido por lavagem com agua destilada (2 min.).

Foram cortados pequenos fragmentos de cada parte da planta com uma lamina

esterilizada em chama, tais fragmentos foram dispostos em placas de Petri contendo

PDA (4gar de batata-dextrose: 400g de batata cozida em 1 litro de agua, depois
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filtrada e adicionados 20g de dextrose e 20g de agar, completado a 1 litro com agua
destilada e autoclavado) suplementada com cloranfenicol a uma concentracdo de
100 pg/ml. Foi feita uma cultura da agua de lavagem final para cada planta a fim de
descartar possivel contaminacéo por fungos de superficie (epifiticos).

A incubacao foi feita a 28 °C e observou-se o crescimento de fungos 3 dias
apos a cultura ser inoculada. Os fungos assim obtidos foram separados e duplicados
em novas placas de Petri contendo PDA ou MDA (extrato malte-agar) permitindo o
crescimento e a cultura foi repicada a cada semana, durante 3 semanas.

Para manter os fungos por um longo periodo, placas de Petri contendo os
fungos endofiticos em meio PDA, foram guardadas em freezer a -20°C. Também
foram cortados pequenos fragmentos de 5mm? de fungos crescidos em placas de
Petri contendo PDA e foram conservados tubos de plastico esterilizados (2 ml) a -
20°C, de duas maneiras, uma contendo somente agua e outra contendo glicerol 15%

em agua.

3.2.3 Deteccéo de fungos endofiticos nos tecidos de Peperomia

A deteccédo dos fungos dentro dos tecidos foi feita pelo método descrito por (C.
SAHA, 1988). Para tal, foram feitos cortes transversais de folhas e caules das
espécies de Peperomia, os quais foram submergidos durante 15 segundos em
solucéao de rosa bengala (0.5% rosa bengala dissolvida em etanol 5%), seguida de
lavagem com agua destilada. Os cortes foram dispostos em laminulas de vidro e

observados no microscopio 6ptico ZEISS com uma aproximacéo de 50 e 100X.
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3.3 MANIPULACAO DO DNA

3.3.1 Extracdo do DNA de plantas

Entre 30 e 50 mg de tecido vegetal foram utilizados para extrair DNA com 2 X
CTAB (brometo de hexadecil trimetii amoénio catidnico 2%, 20 mM EDTA,
polivinilpirrolidona 1%, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-Cl pH8, 2-mercaptoetanol 2%)
(MARCIO ELIAS FERREIRA, 1996). Em alguns casos foi necessaria uma posterior
purificacdo do DNA utilizando o kit comercial (NucleoSpin® Plant Il — Macherey-

Nagel).

3.3.2 Extracdo de DNA de fungos endofiticos

Com o objetivo de identificar os fungos endofiticos através de dados
moleculares, manteve-se a cultura em meio liquido de batata-dextrose durante 3
dias sob agitacao.

5 Fragmentos de 0,5 X 0,5 cm do &gar com micélio na superficie foram
inoculados em erlenmeyers de 250 ml contendo 100 mL de meio PDB (200 g de
batata cozida e coada e 20 g de dextrose em um litro de &gua esterilizada) a
temperatura ambiente durante 3 dias apés os quais foi possivel a extracdo do DNA
para posterior identificacdo dos fungos usando iniciadores especificos para regiées
ITS1 e ITS4 (VAZ et al., 2009).

A extracdo do DNA de fungos foi realizadada mesma maneira que para as

plantas utilizando-se aproximadamente 50 mg de massa micelial dos fungos.
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3.3.3 Avaliacdo da qualidade do DNA

A qualidade do DNA obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1% contendo GelRed (Amershan), usando-se tamp&o TAE 1X (composi¢cao: 40 mM

Tris-acetato, 20 mM de acido acético, 1ImM EDTA) como eletrdlito.

3.3.4 Quantificagdo do DNA

A quantificacdo de DNA foi feita por espectrofotometria UV utilizando-se o
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) através da medida da absorbancia
em 260 e 280 nm do DNA extraido. A pureza foi obtida por meio da razdo entre os
comprimentos de onda A260/A280 (uma razéo de 1.8 é aceita para DNA “puro”, se a
razdo € significativamente menor pode indicar a presenca de proteina, fenol ou
outros contaminantes que absorvem perto de 280 nm) como indicado no manual do

usuério do equipamento.

3.4 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase foi feita em um termociclador Biorad
MyCicler™. Os estudos de amplificacdo por PCR foram avaliados para um volume
de 20 pL para verificar a eficiéncia do procedimento com varias amostras. As
amostras que amplificaram, foram submetidas a PCRs de 50 pL a fim de obter

guantidade suficiente para o sequénciamento.
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A mistura de reacdo de PCR (20 ul) continha 100 ng de DNA gendémico, 16
pmol de cada primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase, 2mM de MgCl, e 200uM de
cada dNTP, 2 pl de tampédo Taq Buffer e dgua desioinizada e autoclavada em
guantidade suficiente para completar o volume a 20 .

A mistura de reacdo de PCR (50 ul) continha 300 ng de DNA gendémico, 40
pmol de cada primer, 5 unidades de Taq DNA polimerase, 5 mM de MgCl, e 500uM
de cada dNTP, 5 ul de tampao Taq Buffer e agua desionizada e autoclavada em

guantidade suficiente para completar o volume a 50 pl.

3.4.1 Desenho deiniciadores

3.4.1.1 Filogenia molecular de Peperomia

Foram desenhados iniciadores para ITS (Tabela 2) e matK (Tabela 3) a partir
do alinhamento de sequéncias de ITS e matK de peperomias encontradas na base
de dados do GenBank, a maioria dos quais provenientes de estudos para ITS

(SAMAIN et al., 2009) e para matK (WANKE et al., 2007).

Tabela 2. Iniciadores ITS

Tamanho esperado

Iniciadores ITS (pb)
F AGA GGA AGG AGA AGT CGT AAC 912
R CCA TTC CAT GGG ACT TGT GCC

Devido ao tamanho do gene matK ser de aproximadamente 1600 pb na
maioria das angiospermas (HILU et al., 2003), e pelo fato de que o tamanho
recomendado do fragmento a ser sequénciado no sequénciador ABI 3100 de 16
capilares ser menor do que 1000 bp, foi necessario fazer o seqiienciamento de trés

fragmentos que posteriormente se juntaram para completar o gene (Figura 19).
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Figura 19. Estratégia de sequenciamento do gene matK. Cada cor repesenta um conjunto
de iniciadores desenhados em sua forma forward (F) e reverse (R) para conseguir amplificar
toda a regi&do do gene.

Tabela 3. Iniciadores matK usados neste trabalho

Iniciadores matK Tamanho esperado
pb

mKF1 AGC TCY AAT TMT RGG GAA ACC 981

mKR1 GGA RRG AGA ATG GAA TTT CCA

mKF2 CKA GTT CMC TAATTG TGA 965

mKR2 ACA CTT GAA RSA TAG CCC

mKF3 GAT TTC AAA GGG AAC TSATC 1043

mMKR3 ATT GCA CAC GGC TTT MCC

3.4.1.2 Amplificacédo daregido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA para a identificagdo dos

fungos endofiticos

A identificacdo dos fungos foi feita por meio do sequenciamento da regidao do
DNA ribossbmico, ITS1-5.8S-ITS2, usando e iniciadores universais empregados

para este fim (WHITE T J, 1990; VAZ et al., 2009) (Tabela 4).

Tabela 4. Iniciadores usados para a amplificacdo regido ITS1-5.8S-ITS2 de fungos
endofiticos.

Nome do iniciador Sequéncia 5’ >3’
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
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3.4.1.3 Estudo do gene chalcona sintase (CHS) em plantas

Os iniciadores usados para amplificar de regidbes de DNA do gene que
codifica para a enzima chalcona sintase foram desenhados a partir de regides
conservadas de sequéncias disponiveis no GenBank (NCBI, 2011)

(RADHAKRISHNAN; VARGHESE; VASUDEVAN, 2010) (Tabela 5).

Tabela 5. Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene CHS

Nome do A Tamanho esperado
o Sequéncia

iniciador (pb)
GPKSF CCTCGCCAAGGACCTCGCCGAGAACAA 600
GPKSR CGGACCGAACCCGAAGAGAACGCCCCA

3.4.1.4 Diversidade de genes PKS em fungos endofiticos presentes em

Peperomia

A diversidade de genes PKS foi testada para todos os fungos isolados,
utilizando iniciadores especificos para o dominio cetosintase LC1-LC2c (non reduced
ketosynthase domain), LC3-LC5c (partially reduced ketosynthase domain) e KS3-
KS4c (high reduced ketosynthase domain). (BINGLE; SIMPSON; LAZARUS, 1999;

LIN et al. 2010; NICHOLSON et al., 2001) (Tabela 6).

Tabela 6. Iniciadores usados para avaliar a diversidade de PKS em fungos endofiticos

Nome do iniciador Sequéncia 5’ >3
LC1 5 GAY CCIMGI TTY TTY AAY ATG
LC2c GTICCIGTICCRTGC ATY TC
LC3 5'GCI GAR CAR ATG GAY CCI CA
LC5c 5'GTI GAI GTI GCR TGI GCY TC
KS3 TTY GAY GCIGCITTY TTY AA

KS4c RTG RTT IGG CAT IGT IAT ICC
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3.4.1.5 ESTUDO DO GENE PKS DO ACIDO ORSELINICO EM PLANTAS E

FUNGOS ENDOFITICOS

Foram desenhados conjuntos diferentes de pares de iniciadores alinhando as
sequéncias obtidas do GenBank (Tabela 7), este alinhamento foi feito utilizando o
programa MEGA version 5 (TAMURA K, 2011).

Tabela 7. Iniciadores desenhados para amplificar o gene do acido orselinico em plantas

A. Baseados em sequéncias proteicas de KS de AviM (Numero de acesso no GenBank:
AAKB83194), alinhados com proteinas de plantas mais semelhantes com AviM segundo a
ferramenta do BLAST do NCBI (MALQUICHAGUA SALAZAR, 2009)

R 5 GGN CCR AAN CCR AAN ARN AC
F5 GCN ACN ATH YTN GCN ATH GG
Tamanho esperado: 750 bp

B. Desenhado baseado nas sequéncias (AviM) de Streptomyces viridochromogenes
(AAK83194), CalLO5 de Micromonospora echinospora (AAM70355), (CHLB1) de
Streptomyces antibioticus (AAZ77673), (POKM1l) de S. diastatochromogenes
(ACN64831), (PKS1 iterat) Saccharopolyspora erythraea (YP_001107472):

F 5 GAT GGA CCC RCA GCAKCG SMT G
R 5 AYG GTG CCG CCG WAR CCG AA
Tamanho esperado: 1000 bp

C. Desenhados com base em sequéncias de plantas vasculares semelhantes com a
proteina AviM segundo a ferramenta BLAST do GenBank:

F15 GTD GAN GTD GCA TGN GCATBATRT A
F2 5 CCH AAY YAY KCN RYH KYH ACW GC
R'5 GGD GTB YYN RTD GGN DSN GS
Tamanho esperado: 1) 684 bp / 2) 484 bp

D. Baseados na proteina do &cido orselinico de A. nidulans (XP_ 681178), AviM
(AAK83194), CaLO5 (AAM70355), Helianthus annus (ABI 18155), Hordeum vulgari
(BAJ86549):

F 5 GAC GGS TAC KGC CGY GGY GAG GG

R &% CCS GCR GCS SCC WVM MKR TGY CC
Tamanho esperado: 374 bp

E. Baseados no gene acido alquilresorcinoico sintase de Oryza sativa (AAN04188), olivetol
sintase de Cannabis sativa (BAG 14339) e genes semelhantes de acordo com o BLAST:
Hordeum vulgare (BAJ99402), Zea mays (NP 001140848), sintase do tipo curcuminoide
(XP 003563005):
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OSF 5' GCN ATH GGN ACN GCN AAY CCN
OSR 5' TCN ARD ATN GCN YKN CCN CCN GG
Tamanho esperado: 855 bp

F. Foram desenhados dois pares de iniciadores baseados em sequéncias de plantas: De
Cannabis sativa olivetol sintase (AB164375) (TAURA et al., 2009), PKSG1 (EU551163),
PKSG2 (EU551164), PKSF3 (EU551162), PKSG4 (EU551165), PKSG5 (EU551166)
(FLORES-SANCHEZ; LINTHORST; VERPOORTE, 2010); de Hydrangea macrophylla
STCS (AF456446) (ECKERMANN et al.,, 2003), sintase do acido triacetico coumaroila
(AB011468) (AKIYAMA et al., 1999) e de Humulus lupus CHS (FJ554587).

STCSF1 TAY TTY CGY GTY ACY AAR WSY
STCSR1 TTC CTC CAH VGA YCT CTT CCT
Tamanho esperado: 954 pb

STCSF2 RTY CTS GCS ATY GGM ACS GCH
STCSR2 RAA SCC RAA AAG AAC ACC CCAYTC
Tamanho esperado: 1065 pb

3.4.2 Programacao de temperaturas para PCR

3.4.2.1 Amplificagcédo daregido ITS e matK de Peperomia

A otimizacdo das reacdes de PCR para a regido ITS, foi feita avaliando-se
gradientes de temperatura para o par de iniciadores, onde foram testadas cinco
temperaturas de anelamento (54°C, 51,9°C, 50°C, 47,6°C e 45,9°C). Com isso, foi
definida 49°C como temperatura de anelamento, com a qual se obteve o melhor

rendimento (Figura 20).

95°C 95°C
Smin | 1 min 72°C | 72°C
49°C 2min. | 5min
1,56 min
4°C
(=]
X1 X35 X1

Figura 20. Programa de temperaturas para amplificacdo da regido ITS.
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Para determinar a temperatura 6tima de anelamento de todos os conjuntos de
iniciadores, para o gene matK, foram testadas diferentes temperaturas (40°C;
41,3°C; 43,8°C; 47,3°C; 52,1°C; 55,9°C; 58,4 °C e 60°C), estabelecendo-se como
temperaturas O6timas de anelamento 49°C para o0 conjunto de iniciadores
MKF1/mKF2; 52°C para os iniciadores mKF2/mKR2 e mKF3/mKR3.

O programa de temperaturas para amplificacdo do gene matK foi o mesmo
apresentado (Figura 20), alterando-se a temperatura de anelamento de acordo com

0 Ccaso.

3.4.2.2 Amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA para identificacdo de

fungos endofiticos

O programa de temperaturas para amplificar a regido ITS de fungos endofiticos

foi modificado da literatura (VAZ et al., 2009) obtendo-se bons resultados (Figura

21).
94°C 94°C
5 min. | 30 seg. 2 726
55°C 45 °C |7 min.
40 seg.
4°C
©0
X1 X35 X1

Figura 21. Programa de temperatura para amplificacéo da regido ITS1-5.8S-ITS2 de fungos
endofiticos.
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3.4.2.3 Chalcona sintase em Peperomia e plantas relacionadas

O programa de temperaturas para amplificacdo do gene CHS em peperomias
baseou-se em um estudo prévio (RADHAKRISHNAN; VARGHESE; VASUDEVAN,

2010) (Figura 22).

94°C | 94°C
5min | 0,5 min 72°C | 72°C
85°C 1 min | 7 min
1 min
4°c
o0
X1 X356 X1

Figura 22. Programa de temperaturas para amplificacdo do gene CHS de Peperomia.

3.4.2.4 Diversidade de genes PKS em fungos endofiticos presentes em

Peperomia

O programa de temperaturas para amplificacdo de PKSs em fungos endofiticos
(Figura 23) foi modificado de descricdo prévia (BINGLE; SIMPSON; LAZARUS,

1999; NICHOLSON et al., 2001).

94°'C 94°C
5 min, | 1 min, 72°C 72°C
55°C 3 min. |10 min,
1.5 min.
4'C
0
x1 X34 x1

Figura 23. Programa de temperatura para amplificacdo do dominio cetosintase de PKS em
fungos endofiticos
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3.4.25 Estudo do gene PKS do &cido orselinico em plantas e fungos

endofiticos

A reacado de PCR (20 pL) foi feita como descrita, no qual foram testadas
diferentes concentragbes de reagentes, temperaturas de anelamento (50-60°C) e
diferentes programas de temperaturas para cada conjunto de iniciadores utilizado.
Alguns dos programas de temperatura utilizados com os iniciadores A-E sé&o

mostrados na Figura 24 e Figura 25.

95°C | 95°C 95°C
4min.| 1 min. \ 72°C / 1 min, 72°C | 72°C
M 55°C 1 min. | 5 min
1 min 1 min
4°C
55°C

«©

X1 X15 X20] x1

Figura 24. Programa de temperatura PCR touchdown para amplificacdo do gene do &cido
orselinico em plantas e fungos endofiticos.

93°C | 93°C
2 min| 1 min 72°Cc | 72°C
57°C 2 min | 5 min
2 min
4°C
o0
xA1 x30 x4

Figura 25. Programa de temperatura alternativo para amplificacéo do gene do acido
orselinico em plantas e fungos endofiticos

Para os iniciadores F (Tabela 7) a temperatura de anelamento adequada foi

determinada a partir do teste de diferentes temperaturas: 51°C; 52°C, 53,9°C;
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56,5°C; 60,1°C; 63,0 °C; 64,8 °C e 66°C. Escolheu-se 52°C como temperatura de

anelamento adequada (Figura 26).

95°C 95°C
Smin | 1 min 72°C | 72°C
62°C 2 min. | 5min
1.6 min
4°C
©Q
X1 X35 X1

Figura 26. Programa de temperaturas para amplificacdo do gene PKS-&cido orselinico em
Peperomia (iniciadores STCSF1 e STCSR1).

Como controle positivo foi utilizado DNA de Streptomyces viridochromogenes
em todos os casos, considerando o fato de que o gene AviM presente em este
miscroorganismo em experimentos de expressdo heteréloga em Streptomyces

lividans levaram a formacé&o do &cido orselinico (HILL, 2006).

3.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A qualidade da amplificacao foi feita por eletroforese em géis de agarose em
concentracdo de 1%. Uma aliquota das amostras de DNA ou produto de PCR foi
misturada com tampao “Loading Dye” 10X (100 mM EDTA, 43% glicerol e 0,5% azul
de bromo-fenol) e “GelRedTM”, como revelador no UV do DNA. As corridas foram
feitas em cubas horizontais a uma voltagem de 75V contendo tamp&o TAE
(composigdo: Tris 0,04 M, acido acético glacial 0,12% e Na,-EDTA 1 mM pH 8)
como eletrdlito; e observadas em transiluminador de UV. Os marcadores de massa

molecular empregados foram 1kb e Low Mass DNA (Life Technologies).
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3.6 PURIFICACAO DE PRODUTOS DE PCR

Os produtos de PCR do tamanho esperado foram purificados diretamente ou
cortados do gel de agarose quando se apresentavam mais bandas. Posteriormente
foram purificados com o kit comercial GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare) ou o kit comercial QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen), seguindo

instrucdes dos fabricantes.

3.7 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

Os produtos de PCR purificados foram enviados para sequénciamento no
Centro de estudos do Genoma Humano da USP ou para o Servico de
Sequénciamento de DNA - SSDNA IQUSP. As amostras enviadas para o Centro de
Estudos do Genoma Humano da USP foram preparadas de acordo com as
indicacdes.

Para sequénciamento no Servico de Sequénciamento de DNA - SSDNA
IQUSP, foi realizada uma reacdo de PCR com os produtos obtidos, desta vez com
nucleotideos marcados, utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Life Technologies). Para este fim, empregou-se entre 100-200 ng de produto de
PCR; 3 uL de um dos iniciadores (senso ou antisenso), a uma concentracado de 3,2
pmol/uL; 3 pL de tampdo de sequénciamento, 2 puL de BigDye v3.1 e agua
necessaria para um volume final de 15 pL.

Posteriormente, o produto desta reacdo de PCR foi submetido a precipitagéo
seguindo as seguintes etapas: Aos 15 pL da reagdo de sequénciamento se

adicionaram 25 pL do “Cocktail de precipitagdo”, (que para 96 amostras, contém
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2750 pL de etanol gelado ao 100%; 110 pL de 3M de NaOAc pH 5,2 e 110 yL de
glicogénio 1 mg/uL); em seguida os tubos foram agitados em Vortex e mantidos em
gelo durante 15 minutos; posteriormente, centrifugados a 4000 rpm durante 20
minutos a temperatura ambiente; o sobrenadante foi descartado, dando a seguir um
pulso de 1000 rpm com a placa invertida. Adicionou-se entdo 50 pyL de etanol
gelado ao 70 % e se centrifugou durante 10 minutos a 4000 rpm, e os tubos
novamente foram drenados e centrifugados com a placa invertida como ja descrito.
Os tubos foram secos durante uma hora em um lugar protegido da luz ou 1 minuto a

95°C no termociclador aberto. Este produto seco foi envido para sequénciamento.

3.8 TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

As sequéncias obtidas, tanto com o iniciador forward quanto com o iniciador
reverse, foram editadas no programa MEGA 5 (TAMURA et al.,, 2011), ou no
programa BioEdit (HALL, 1999), obtendo-se assim uma sequéncia de consenso. As
sequéncias foram analisadas com a ferramenta Blast do banco de dados Genbank.
No programa MEGAS5, matrizes de ITS, matKk e CHS foram organizadas, quando
especificado, foram adicionadas na matriz as sequéncias obtidas no GenBank e
alinhadas (ClustalW). Finalmente estas matrizes foram exportadas no formato

apropriado para cada programa utilizado para a reconstrucéo filogenética.

3.9 ANALISES FILOGENETICAS DE PEPEROMIA

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando o método de maxima
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parcimbnia (MP) e inferéncia Bayesiana (Bl).

As analises de MP foram realizadas no programa PAUP (SWOFFORD, 2003).
As buscas heuristicas utilizaram 1000 réplicas de adicbes randdmicas de taxons e
TBR Branch swapping. Todos os caracteres tiveram 0 mesmo peso e 0os gaps foram
tratados como “missing data”. O suporte dos dados dos clados foi estimado por
bootstrap (BP), com 100000 replicatas.

Para obter a arvore filogenética de inferéncia Bayesiana (Bl), foi necessario
determinar o modelo evolutivo mais adequado, através do programa MrModeltest
2.3. (NYLANDER, 2004). Uma vez determinado o modelo evolutivo mais adequado,
no programa MrBayes 3.2 (RONQUIST et al.), obtendo-se a arvore de inferéncia
Bayesiana, que foi editada no programa TreeGraph 2.0.

A arvore filogenética obtida pelo método de maximum likelihood foi feita no
programa PAUP, utilizando a matriz conjunta dos dados matK e ITS e definindo
como modelo evolutivo o método GTR + I+ G gerado com o programa MrModeltest

(NYLANDER, 2004).

3.10 OBTENCAO DA ARVORE FILOGENETICA DOS FUNGOS ENDOFITICOS

As sequéncias processadas no programa MEGADS5, foram agrupadas em uma
Gnica matriz, junto com sequéncias com maior porcentagem de identidade para cada
fungo obtidas do GenBank através da ferramenta BLAST.

A andlise filogenética foi feita no programa MEGA5 pelo método neighbor-
joining (NJ), fazendo o teste de filogenia pelo método de bootstrap com 10000
replicatas, e as distancias evolutivas foram obtidas pelo modelo Kimura 2p. Por meio

desta metodologia foi possivel identificar os fungos endofiticos no nivel de género.
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3.11 FITOQUIMICA DE PEPEROMIAS

3.11.1 Extracao e fracionamento

3.11.1.1 Peperomia megapotamica

Partindo-se de 12 g de material vegetal seco e moido foi feita a extracdo com
cloroférmio-metanol-agua 2:1:1. A fracdo em cloroférmio foi seca obtendo-se 0,362
g. Posteriormente, este material (276 mg) foi submetido a uma coluna Sep-Pak
(C18) previamente acondicionada, utilizando-se o sistema de solventes: metanol,
metanol/cloroférmio 1:1, cloroférmio e, por ultimo, hexano. A coluna foi seca apés a
passagem de solvente e, ao final, foram obtidas 4 fragbes de 556 mg, 300 mg, 215
mg e 35 mg, respectivamente.

A fracdo em metanol-cloroformio (300 mg) apresentou menor quantidade de
compostos de acordo com a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se
como eluinte o sistema hexano:EtOAc (3:2). Utilizando-se os Rfs dos componentes
majoritarios, foi feita uma separacdo no equipamento Isolera One (Biotage®)
ultilizando-se o mesmo sistema de solventes. A fracdo 3 resultante (35 mg)
apresentou 3 compostos majoritarios observados por CCD, de maneira que foi feita
uma cromatografia em placa preparativa (hexano/EtOAc 3:2) que resultou no

isolamento da substancia 1 (7,1 mg).

3.11.1.2 Peperomia rotundifolia
Partindo-se de 12 g de material vegetal fresco foi feita a extracdo com
cloroformio-metanol-agua 2:1:1. A fragdo em cloroférmio foi seca obtendo-se 0,423

g. Posteriormente este material foi passado através de uma coluna Sep-Pak (C18)
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seguindo o mesmo procedimento utilizado com a planta P. megapotamica, e se
obtiveram 4 fracbes de 100,56 mg (hexano), 87,21 mg (cloroférmio), 92,16 mg
(cloroférmio-metanol 1:1) e 139,91 mg (metanol).

Com as fracdes em metanol e cloroférmio/metanol e baseados nos Rfs das
placas em CCD utilizando o sistema hexano:EtOAc (1:1) foi feita uma eluicdo no
cromatografo preparativo Isolera de cada fracdo em separado. Depois de reunir as
fracbes obtidas deste fracionamento, na fracdo 3 (31,07 mg) da fracdo em
cloroférmio/metanol se observaram dois compostos majoritarios por CCD, assim que
foi feita uma placa preparativa com um sistema hexano:EtOAc 7:3 e foi obtida a
substancia 3 (2,4 mg).

Da fracdo 11, proveniente da separacdo por meio da isolera da fracdo em
metanol, foi recristalizado com MeOH a substancia 2 (5,2 mg). Da fracdo 3 foi

isolada também a substancia 3, também presente na fracdo em cloroférmio/metanol.

3.11.1.3 Peperomia sincorana

Aproximadamente 50g de folhas, previamente secas em estufa a 50°C, foram
extraidos com 1L de metanol sob agitacdo por 12 horas, resultando em 8g de
extrato.

Apés avaliacdo da composicao quimica por CCD, a fragdo do extrato solavel
em cloroférmio foi fracionada em coluna de silica, eluida com gradiente de EtOAc
em hexano iniciado com 60% e finalizado a 90%, obtendo 25 fragdes.

As fracbes 12-15 foram novamente fracionadas, para a purificacdo dos

compostos presentes, devido a formacéo de cristais. Foi utilizada cromatografia flash
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com eluicdo isocratica (60% de EtOAc em hexano). Destas fracGes foi possivel isolar
fragcbes com cristais insolUveis em metanol frio, 0 qual permitiu a recristalizacao para
0 aumento de pureza. Estes cristais foram analisados por CCD mostrando ser uma
mistura de trés compostos majoritarios com Rfs bastante préximos. Utilizou-se de
cromatografia em placa preparativa para a purificacdo dos compostos (50% de
EtOAc em hexano), obtendo os compostos 4 e 5, 0os quais foram caracterizados por

RMN H.

3.12 PERFIL METABOLICO

3.12.1 Perfil metabdlico de espécies de Peperomia

3.12.1.1 Obtencdao de extratos de espécies de Peperomia

As espécies de peperomias mantidas nas estufas do LQPN, sob as mesmas
condicBes de crescimento, foram coletadas as 10:00 horas da manha. As plantas
foram submersas em nitrogénio liquido e posteriormente com ajuda de um almofariz
foram moidas até obter um pé fino. 200 mg de material vegetal moido foram
transferidos a tubos de 2 mL para a extracdo. A extracao foi feita com um sistema de
3 solventes, cloroformio:metanol:agua na propor¢cdo 2:1:1, 500 yL de cloroférmio,
250 pL de metanol e 250 uL de agua. A seguir foram agitados em vortex durante 5
minutos e centrifugados a 8000 rpm a 0°C, durante 10 minutos. Apds a
centrifugacéo, foram separadas as fases. O procedimento de extracéo foi repetido,
juntando as fases para uma posterior secagem dos extratos. Todo o procedimento

foi feito mantendo-se as amostras em gelo.
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A fracdo cloroférmica foi seca utilizando-se um fluxo de nitrogénio gasoso,
enguanto o extrato aquoso foi seco em SpeedVac. Os extratos secos foram pesados

e preparados para as analises posteriores.

3.12.1.2 Perfil metabdlico de peperomias e tratamento estatistico

3.12.1.2.1 HPLC

Os extratos foram dissolvidos em metanol (grau HPLC), levando-os a uma
concentracédo de 1mg/mL e filtrados em filtro (Acrodisc CR. PTFE) para remocao de
particulas insolaveis. O volume de injecdo foi 20 pL. A eluicdo em HPLC foi feita
utilizando-se gradiente de concentragéo de solventes (Tabela 8), que permitiu uma

melhor resolu¢cdo dos componentes dos extratos.

Tabela 8. Gradiente de eluicdo no HPLC dos extratos em cloroformio.

Solventes Tempo (min) %B

0-2 30

10 40

A. Agua + 0,01% &cido férmico 45 100

B. Acetonitrila + 0,01% acido férmico 50 100
55 30

60 30

3.12.1.2.2 RMNde H

Em torno de 7 mg de extrato foi dissolvido em cloroférmio deuterado, CDCl3,
filtrados e analisados por RMN *H de 500 MHz (Central Analitica do 1Q-USP).

Os dados obtidos foram tratados no programa MestreNova, ajustando-se o
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sinal do TMS em 0,00 ppm, o ajuste de fase foi manual e a correcédo de linha base
foi automatica. Foram considerados os dados de deslocamento quimico entre 2,4 e
19 ppm, desconsiderando-se o sinal residual de cloroférmio entre 7,20 e 7,28 ppm.
Posteriormente foi feito um “binning” para um intervalo de 0,01 ppm e os dados
foram normalizados pela area total. Os dados foram salvos como arquivo de texto
ASCII, para serem tratados no programa STATISTICA 6.0.

No programa STATISTICA 6.0, os dados foram normalizados e analisados por
meio do Analise de clusters (HCA), a fim de classificar as amostras de acordo com a
sua semelhanca no perfil quimico e encontrar relacfes entre as diferentes espécies.
O Método de cluster utilizado foi o Joining (tree clustering). A medida da semelhanca
das amostras foi feita utilizando distancia Euclidiana e o agrupamento aglomerativo
foi aplicado utilizando o algoritmo Ward’s method.

A andlise discriminante dos componentes principais dos dados foi feita no

programa R, usando o pacote adgenet (JOMBART, 2008) (http://adegenet.r-forge.r-

project.org/), definindo para 4 clusters. Este € um método multivariado desenhado
para identificar clusters de individuos geneticamente relacionados (JOMBART;
DEVILLARD; BALLOUX, 2010).

Os dados de RMN 'H foram também processados com o programa The

Unscrambler X (versdo 10.1, CAMO Software AS) para obter as analises de PCA.

3.12.1.2.3 LC-ESI-MS

Os extratos em cloroférmio foram dissolvidos em metanol grau HPLC e

levados a uma concentracdo de 1 mg/ml. Para a analise cromatografica se


http://adegenet.r-forge.r-project.org/
http://adegenet.r-forge.r-project.org/
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empregou a mesma coluna e sistema cromatografico utilizado no equipamento de
HPLC.

Os dados obtidos foram salvos em formato cdf e depois tratados no programa
MZmine (PLUSKAL et al.). A faixa de tempo considerada foi: 1,5 — 42,0 min,
utilizando a funcao Crop filter. Para a correcdo de linha base, se utilizaram os
seguintes parametros: MS level 1, smoothing factor: 105, Assymmetry= 0,01. Para
a deteccao dos picos, a deteccao das massas foi feita pelo Centroid mass detector,
com noise level= 1,5 E2. Para a construgdo do cromatograma 0S paramentros
empregados foram: minimum time span= 0,1; minimum height= 3,0 E3; m/z
tolerance= 0,0050 ou 5,0 ppm. A deconvolugéo dos picos utilizou o algoritmo noise
amplitude e os seguintes parametros: minimum peak height = 3.0 E3; Peak duration
range= 0,0-0,6 min; Amplitude of noise= 1.8 E3. Utilizou-se também a ferramenta
Peak extender com os seguintes parametros: m/z tolerance= 0.001 m/z ou 5.0 ppm;
minimum height = 3.0E3. O alinhamento de picos foi feito pelo méto ndo RANSAC
method, com m/z tolerance= 0,01 m/z ou 5,0 ppm; Retention time tolerance= 1
minuto; Retention time tolerance after correction= 0.8 minutos e RANSAC
iterations= 4000. A normalizacdo foi feita pelo método linear normalizer, do tipo
average intensity; Peak measurement type= Peak area.

Os dados de m/z, tempo de retencédo e altura de pico foram entdo exportados
como arquivo de texto e posteriormente utilizados para a analise de cluster no

programa STATISTICA.
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3.12.2 Perfil metabdlico de fungos endofiticos

3.12.2.1 Obtencéao dos extratos de fungos endofiticos

Os fungos AC4, AR1, OC1, OF1, UC3 e UR1 foram crescidos por triplicata em
meio Czpazek para se obter o perfil metabdlico e realizar a busca do acido
orselinico.

Os fungos foram crescidos em placas de Petri contendo meio PDA (batata-
dextrose-agar) durante cinco dias, apos deste tempo, foram cortados 5 pedacgos de
Agar de aproximadamente 5 mm? e foram colocados para crescer em 300 mL de
meio estacionario Czapek (Tabela 4), meio otimizado para obter a maior producéo

de acido orselinico no fungo Aspergillus nidulans (SANCHEZ et al., 2010).

Tabela 9. Composicédo do meio Czapek

Substancia Quantidade por
litro de meio

NaNO; 39

KCI 0,59

MgS0Q,.7H,0 0,59
KoHPO, lg

Sacarose 30g

Solucdo de metais traco (Tabela 9) 1mL

Tabela 10. Composi¢céo da solucdo de metais trago

Quantidade para

Substancia 100 mL de agua
ZnS0,4.H,O 2249
HsBO;3; 11g
MnCl,.H,O 059
FeSO4.H20 0,5 g

CoCl, 94,5 mg

CuS0,. 5H,0 0,16 g
(NH4)6M07024.4H20 0,11 g

Na,EDTA 59
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As culturas foram mantidas em escuro durante 16 dias, apos os quais foi feita a
filtracdo para separar o micélio da fase liquida. A fase liquida foi levada até pH 2 e
foi feita a extracdo liquido-liquido duas vezes com EtOAc. O extrato obtido foi

concentrado em Rotaevaporador e analisado por HPLC-DAD e LC-ESI MS.

3.12.2.2 Andlises do perfil metabdlico dos fungos endofiticos por HPLC

Para as analises de HPLC o extrato foi dissolvido em metanol a uma
concentracédo de 2 mg/mL e filtrado em filtro (Acrodisc CR. PTFE) para remocéo de
particulas insollveis e volume de injecdo foi 25 pL.

A eluicdo foi feita utilizando o gradiente de concentragcdo de solventes

apresentado na (Tabela 11), que permitiu uma melhor resolucéo.

Tabela 11. Gradiente de concentracdo do solvente para andlise por HPLC dos extratos em
EtOAc dos fungos endofiticos.

Solventes Tempo (min)  %B
0-5 20
A. Agua + 0,01% &cido férmico gg ;8
B. Acetonitrila + 0,01% acido féormico
35 20
40 20

3.12.2.3 Andlise do perfil metabdlico de fungos endofiticos por LC-ESI-MS

Foi feita uma busca do acido orselinico nos extratos dos fungos por LC-ESI-
MS, utilizando-se as mesmas condi¢des de eluicdo como no HPLC e tendo como

referencia o acido orselinico padréo (Alfa Aesar) (Figura 27).
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Figura 27. a) Cromatograma do padréo acido orselinico por LC-ESI-MS; b) espectro de
massas do acido orselinico no modo negativo (M-H).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 FITOQUIMICA DE ESPECIES DE PEPEROMIA

4.1.1 Peperomia megapotamica

A substancia isolada de P. megapotamica (1) foi identificada como sendo um
policetideo por meio da analise do espectro de massas e de RMN *H, RMN °C e
COSY (Figura 29) (ANEXO3) (Tabela 12). De acordo com buscas na literatura, trata-
se da malabaricona D, uma substancia ja isolada de Myristica malabarica (familia
Myristicaceae) (PURUSHOTHAMAN; SARADA; CONNOLLY, 1977; KUMAR,;
HERATH; KARUNARATNE, 1988), em Peperomia ainda ndo foram isoladas

substancias semelhantes.
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Figura 28. Cromatograma CG-El e espectro de massas por impacto de elétrons da

substancia 1 isolada de P. megapotamica.
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1,69 (dt, J=14,7,7,5) 2H 2,51 (t,J=7,5) 2H

9,54 (sl) 2H 1,27-1,40 (m) 8H
OH 0 \ ——— 6I,67(d,J: 1,5) 1H

6

11' 9' 7' 2
1 30
O » 165,91 (s) 2H
6' z 4' (@]

6,72 (d, J=7,9) 1H

6,38 (d, J= 8,2) 2H5

7,21(t, J=8,2) 1H 4 ~F 3 on

3.11(t J=7,5) 2H 6,62 (dd, J= 7,9; 1,5) 1H
1,56 (dt, J= 14,5; 7,5 Hz) 2H

CooH2605
Exact Mass: 370.178

Figura 29. Estrutura e atribuicéo de sinais de RMN *H da substancia 1 isolada de P.

megapotamica.

Tabela 12. Dados de deslocamento quimico de RMN *H e *C e dos mapas de contorno
HSQC (H-C, 1J) e HMBC (C-H, "J) (H 500 MHz, C 125 MHz, CDCl5).

Posic&o SH 5C H-CJ H-C,"J
1 110,06
2 -OH (9,54) | 161,16
3 6,38 108,41 | 108,41
4 7,21 135,60 | 135,60 | 161,16 (C2), 108,41 (C3 e 5), 110,06 (C1)
5 6,38 108,41 | 108,41 | 108,41 (C3), 110,06 (C1),161,16 (C6), 207,86
(C15)
6 -OH (9,54) | 161,16
1 136,82
2 6,67 108,87 | 108,87 | 35,64 (C7’), 108,04 (C5’), 121,06 (C6’), 145,34
(C4), 147,38 (C3)
3 147,38
4 145,34
5 6,72 108,04 | 108,04 | 108,87 (C2'), 121,06 (C6’), 136,82 (C1’), 145,34
(C4), 147,38 (C3)
6’ 6,62 121,06 | 121,06 | 35,64 (C7’), 108,87 (C2)), 145,34 (C4), 147,38
(C3)
7 2,51 35,64 | 3564 | 29,04 (C9), 31,67 (C8), 108,87 (C2'), 121,06
(C6’), 136,82 (C1))
8’ 1,56 31,67 | 31,67 136,82 (C1’), 35,64 (C7’), 29,37 (C10)
o 1,27-1,40 | 29,04 | 29,04
10’ 1,27-1,40 | 29,37 | 29,37 29,04 (C9'), 29,30 (C12’), 31,67 (C8), 35,64
(C7’)
11 1,69 24,36 | 24,36 29,04 (C9), 44,75 (C14),
12’ 1,27-1,40 | 29,30 | 29,30 24,36 (C11’), 29,04 (C9)), 44,75 (C14)
13’ 1,27-1,40 | 29,30 | 29,30
14’ 3,11 44,75 | 44,75 24,36 (C11’), 29,30 (12°), 207,86 (C15)
15’ 207,86
16’ 5,91 100,66 | 100,66 145,34 (C4’), 147,38 (C3))
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4.1.2 Peperomia rotundifolia

Por meio da analise do espectro de massas por impacto de eléctrons e pela
comparacéo com os dados de RMN 'H descritos se identificou a substancia 2 como
sendo diyangambina (GREGER; HOFER, 1980), uma lignana furofuranica isolada ja
de outras espécies de Piperaceae como P. oreophila (SALAZAR et al., 2012), P.

obtusifolia (MOTA et al., 2011) e também de Piper arborescens (TSAI et al., 2005)

(Figura 31).
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Figura 30. Cromatograma e espectro de massas CG-EIl por impacto de elétrons da
substancia 2 isolada de P. rotundifolia.
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6,61 (s) (4H)

3,21 (m) (2H) \

3,89 (s) (12H) H 3,74 (m) (2H)

H 3,60 (dd J=9,5 e 1,8 Hz) (2H)

3,86 (s) BH)  omMe 4,92 (d J=4,8 Hz) (2H)

3,89 (s) (12H)

Figura 31. Estrutura e atribuicio de sinais de RMN *H da substancia 2 (diyangambina)
isolada de P. rotundifolia.

Elemicina (3)

Por meio de anélise de RMN *H e pela comparac&o do espectro de massas por
impacto de eléctrons com os dados reportados na literatura se identificou a
substancia 3 como elemicina (4-alil-1,2,6-trimetoxibenzeno) (Figura 33), um fenil
propanoide ja isolado do 6leo essencial da Piper divaricatum (DA SILVA et al., 2014)

e também em plantas de outras familias.
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Figura 32. Cromatograma e espectro de massas por impacto de elétrons da substancia 3
isolada de P. rotundifolia.
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3.34, d (J=6,7 Hz) (2H)

g 5:13, m (1H)
3.85 s 6.41, s
MeO ' P
H 5.08, m(1H)
MeO 6.41, sk
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Figura 33. Estrutura e atribui¢do de sinais de RMN 'H da substancia 3 isolada de P.
rotundifolia.

4.1.3 Peperomia sincorana

As substancias 4 e 5 foram analisados por RMN de 'H (Figura 15) e
apresentam similaridade em alguns pontos e divergéncias em outros. O resumo dos

dados espectroscépicos esta contido na Figura 34.
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5,6,7- trimetoxiflavona 4'5,6,7-tetrametoxiflavona

Figura 34. Estruturas e deslocamentos quimicos em RMN 'H para as substancias 4 e 5
isoladas de P. sincorana.

As substancias isoladas (Figura 34) sdo 5,6,7-trimetoxiflavona

(substancia 4), conhecida como trimetoxibaicaleina, e 4’,5,6,7-tetrametoxiflavona
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(substancia 5), conhecida como tetrametilscutelareina. Esses compostos ja foram
isolados de outras espécies vegetais, inclusive da casca de citricos (GREEN et al.,
2009), e foram destacadas em varios trabalhos por apresentarem ampla atividade
biologica, dentre as quais, antiviral (HAYASHI et al., 1997), antimicrobianas
(BASTOS et al., 2009), anti-helminticas (AYERS et al., 2008) e anticancerigenas

(ZHANG et al., 2005).

4.2 FILOGENIA DE PEPEROMIA

Uma primeira analise dos dados indica que a classificacgdo com dados
moleculares (Figura 35 e ANEXO 4) concorda com dados morfologicos, vérias
plantas com semelhanca morfoldégica aparecem juntas ou bastante proximas nos
dendrogramas.

A topologia da arvore com dados ITS MP e BI varia um pouco (ANEXO 4),
além disto, alguns valores de consisténcia (bootstrap) na analise MP estdo abaixo de
70, o gue indica menor consisténcia a estes ramos e ainda apresenta muita
politomia.

No caso da reconstrucdo filogenética com dados matK, os valores de
consisténcia estdo acima de 70. Portanto esta arvore € mais consistente do que com
dados ITS, provavelmente pelo fato que estas sequéncias sdo mais informativas, ao
ter maior quantidade de nucleotideos. Adicionalmente é conservada a topologia da
arvore MP e Bl com dados matK (ANEXO 4).

De acordo com o observado com os dois marcadores moleculares, o gene

matK se mostra como o0 mais adequado para a classificacdo filogenética destas
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plantas. No entanto, 0s grupos mais representativos sdo conservados em todas as
andlises, tanto com dados matK quanto com dados ITS.

Uma analise conjunta dos dados (ITS e matK) permitiu a obtencdo de uma
arvore de consenso semelhante a aquela obtida com dados do gene matK, com um
resultado congruente com estudos prévios para as espécies ja estudadas (SAMAIN
et al., 2009; WANKE et al.,, 2006). No entanto, mesmo sendo mais robusta em
alguns ramos, em outros ndo houve resolucdo adequada, levando a politomia
(Figura 35). Como sugestéo para futuros trabalhos, outra regido do DNA diferente de
ITS poderia melhorar a resolucdo da arvore obtida com dados matK.

Considerando-se que a maioria de plantas incluidas neste analise ndo foram
caracterizadas quimicamente e que das estudadas os estudos nao foram
aprofundados, ao analisar a distribuicdo dos tipos de substancias quimicas ja
isoladas de Peperomia por meio do mapeamento na arvore filogenética (Figura 36),
€ possivel observar que substancias como fenilpropanoides (A), lignanas
furofuranicas (D), flavonoides (G), policetideos (H), policetideos prenilados (I) e
cromenos (J) estdo amplamente distribuidos em todos os clados. Ja as lignanas
tetraidrofuranicas (B), secolignanas (C), lignanas (E), norlignanas (F) e as amidas
(K) sdo mais restritas. Contudo, dada a caréncia de dados quimicos e a evidente
inespecificidade na produgcédo de substancias determinadas em cada clado resulta

dificil inferir conclusdes mais efetivas.
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Figura 35. Arvore mais parcimoniosa baseada em sequéncias do gene matK e ITS. Os
valores de bootsptrap se encontram acima dos ramos. Houttunia cordata, Anemopsis
californica, Piper aduncum e Piper nigrum foram usadas como grupos externos. Analise por
Maxima Parcimbnia: Busca heuristica; 100000 réplicas de bootstrap; comprimento da
arvore: 2913 passos; indice de consisténcia (Cl)= 0.6869; indice de homoplasia (HI)=

0.3131; indice de

retencdo (RI)=0.7471; algoritmo branch-swapping:

tree-bisection-

reconnection (TBR); nimero de caracteres informativos= 950; caracteres constantes= 2587.
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Figura 36. Arvore filogenética (MP) de Peperomia obtida com dados de sequéncias ITS e
matK junto com o mapeamento do tipo de substéncias j& isoladas das espécies de
Peperomia abordadas neste estudo (ANEXO1), com dados fitoquimicos de algumas
espécies de Peperomia.

Como algumas substancias ja foram isoladas de varias espécies estudadas,

esperar-se-ia que plantas produtoras dessas substancias fossem bastante proximas

sob o ponto de vista evolutivo. No entanto, ao mapear na arvore filogenética se



124

observa que estas ndo se encontram tdo proximas. A principio, a arvore poderia ser

dividida em dois clados principais: A e B (Figura 37). Assim, o clado A, produziria

preferencialmente lignanas tetraidrofuranicas (B), secolignanas (C) e lignanas (E); ja

o clado B produziria preferencialmente norlignanas (F) e amidas (K), tal como a

classificacao feita

e

no ANEXO 1.
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Figura 37. Arvore filogenética de Peperomia com dados ITS e matK junto com co-ocorréncia
de substéncias em mais de uma espécie A21-J11 (ANEXO1).

A simples vista, os caracteres quimicos ndo mostram estar relacionados a

histdria evolutiva mostrada por dados moleculares dos genes ITS e matK, o que

pode ser ulti no momento de se diferenciar quimicamente espécies bastante

proximas.
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E provavel que os caracteres quimicos possam diferenciar espécies em niveis

intergenéricos, por exemplo, ao comparar 0s géneros Piper e Peperomia.

4.3 PERFIL METABOLICO DE PEPEROMIA

Para correlacionar a filogenia molecular das peperomias obtida utilizando
sequéncias de ITS e matK com o perfil quimico dos extratos se coletaram as plantas
sob as mesmas condicdes e os extratos foram realizados exatamente da mesma
maneira para todas as amostras. Portanto, espera-se que a variabilidade quimica
seja devida somente as caracteristicas inerentes de cada planta analisada. Os
extratos de cada planta foram feitos por triplicata assim como as analises; em todos
0s casos a Vvariabilidade interespecifica foi maior do que a variabilidade

intraespecifica.

4.3.1 HPLC-DAD

Os resultados obtidos por HPLC-DAD mostram a riqueza quimica das
peperomias, evidenciada pela grande quantidade de picos por amostra (Figura 38).
N&o obstante, para grande parte das amostras poucos picos sao majoritarios
naquele comprimento de onda (260 nm).

Apos testar varios gradientes de eluicdo, se chegou ao método de separacao
utilizado, que apresentou uma boa separacao para a maior parte dos extratos. O
mesmo método foi utilizado para a obtengéo dos dados de LC-ESI-MS.

Como uma analise dos resultados (Figura 38) ndo permite estabelecer
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semelhancas entre as amostras, a analise estatistica dos dados é fundamental
nestes casos. Utilizou-se assim a analise hierarquica de clusters (HCA) com os

dados normalizados provenientes da analise de HPLC (Figura 39).
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Figura 38. Perfil metabdlico por HPLC-DAD (260 nm) de peperomias.

A especificidade dos clusters quanto a producado de tipos de metabdlitos ndo é
muito evidente, pelo menos com a informacgéo que se tem até o momento.

Analisando as espécies produtoras de substancias iguais (Figura 40), observa-
se que a P. tetraphylla e a P. oreophila, pertencentes ao mesmo clado por dados
moleculares, também aparecem proximas na analise de clusters por HPLC e ambas
sdo produtoras do fenilpropanoide A23 (ANEXO 1). No caso de P. serpens e P.
oreophila, que nas analises com dados moleculares estao distantes, se encontram

no mesmo cluster por HCA com dados de HPLC e sdo produtoras da substancia
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Figura 39. Andlise de clusters (HCA) dos dados de HPLC (260nm) de peperomias junto com
0 mapeamento do tipo de substancias isoladas para estas espécies (A-K, ANEXOL1).

Mesmo sem a fitoquimica amplamente descrita para as espécies P.

corcovadensis e P. pseudoestrellensis € evidente sua proximidade ja que aparecem

agrupadas nas analises moleculares e também na andlise de clusters por dados de

HPLC; o mesmo acontece com as espécies P. megapotamica e P. rhombea; P.

alata e P. galioides, P. arifolia e P. transparens; P. glabella nervulosa e P.
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rotundifolia; P. blanda e P. hilariana e P. nitida e P. incana.
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Figura 40. Analise de clusters (HCA) dos dados de HPLC de peperomias junto com co-
ocorréncia de substancias em mais de uma espécie A21-J11 (ANEXO1).

4.3.2 LC-ESIMS

Como observado (Figura 41), a analise por LC-ESI-MS dos extratos de
peperomias permite observar maior quantidade de sinais comparado com HPLC-
DAD dada a maior sensibilidade do método e por ndo ser limitado a um comprimento

de onda especifico de deteccao.
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Figura 41. Perfil metabdlico das espécies de Peperomia por LC-ESI-MS.

Os clusters formados pela analise de HCA (Figura 42) ndo apresentam
nenhuma especificidade aparente com relagéo ao tipo de substancias ja isoladas de
estas espécies. No entanto, espécies como P. rhombea e P. megapotamica, P.
corcovadensis e P. pseudoestrellensis, P. serpens e P. urocarpa que se encontram
proximas nas andlises moleculares também aparecem proximas na analise de
clusters com dados de LC-ESI-MS evidenciando a grande proximidade destas
espécies sob o0 ponto de vista evolutivo. A P. tetraphylla e P. oreophila, intimas nas
analises moleculares e produtoras de cinamatos (A23) também se encontram
préximas nesta andlise de clusters (Figura 43). P. urocarpa e P. galioides, que tem
em comum as substancias 14 e 17 também aparecem agrupadas no mesmo cluster.

Para contrastar, P. glabella var. nervulosa e P. pellucida com as duas secolignanas
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C4 e C5 em comum, ndo aparecem muito proximas, mas ainda estdo no mesmo

clado maior (Figura 43).
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Figura 43. Analise de clusters de peperomias com dados de LC-ESI-MS junto com co-
ocorréncia de substancias isoladas de mais de uma espécie (A21-J11, Ver ANEXO1).

4.3.3 RMN 'H

Os espectros de RMN dos extratos brutos se apresentaram bastante

complexos em todos os casos (Figura 44) (ANEXO 5), com nitida presenca de

compostos alifaticos com sinais sobrepostos na regido entre 0 e 2,4 ppm. Esses

foram atribuidos a sinais de acidos graxos e nao foram considerados nas analises.
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Figura 44. Perfil metabdlico de peperomias por RMN *H.

Por outro lado, se observa a presenca de sinais de grupos metoxilicos e de
hidrogénios de anéis aromaticos ou olefinicos. Digno de nota foram o0s picos
caracteristicos em 18 ppm, em espécies de P. trineura, P. rhombea, P.
megapotamica, P. hilariana, P. blanda, P. sp, P. arifolia, P. rotundifolia, P. glabella
var. nervulosa, P. sincorana e P. tetraphylla, tais sinais foram atribuidos as ciclohexil-
dionas que foram isoladas de P. alata e P. trineura (FERREIRA et al., 2014). Um
caso especial foi o sinal em 14 ppm para o extrato da P. glabella, que né&o foi
possivel atribuir a nenhuma substancia ja isolada da planta.

A anélise de clusters dos dados de RMN *H (Figura 45) ndo revela igualmente

uma estruturacdo bem definida pelo quimismo das espécies trabalhadas, com uma
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dispersdo de ocorréncia das classes de metabdlitos secundarios em todos o0s

clusters.
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Figura 45. Andlise de clusters (HCA) de peperomias com dados de RMN *'H e classes ou
subclasses de metabolitos secundarios.

Das espécies produtoras de substancias em comum somente a P. tetraphylla e
P. oreophila (substancia A23) se encontram no mesmo cluster (Figura 46). Tendo

como comparacgdo as analises com dados moleculares, espécies como P. alata e P.
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glabella; P. nitida e P. serpens; P. incana e P. urocarpa; P. oreophila, P. tetraphylla e
P. subrubrispica; P. rhombea e P. megapotamica também aparecem juntas nas
analises de clusters com dados de RMN *H.
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Figura 46. Andlise de clusters de peperomias com dados de RMN 'H junto com co-
ocorréncia de substancias em mais de uma espécie (A21-J11, ANEXO 1)

Todas as analises com dados quimicos e moleculares resultaram no
agrupamento das espécies P. rhombea e P. megapotamica; e P. tetraphylla e P.
oreophila se encontram bastante proximas, evidenciando a semelhanca entre estas
espécies.

Observa-se maior consisténcia dos dados de RMN com dados moleculares do

que os dados de LC-ESI-MS ou HPLC (Figura 47-Figura 49). Possivelmente, o
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aspecto qualitativo sugestivo a estrutura quimica das substancias seria a principal
vantagem sobre os dados de espectrometria de massas. Os deslocamentos
guimicos sao proximos para substancias com esqueleto semelhante e, além disso,
tempos de retencdo no LC-ESI-MS ou HPLC, que com pequenas variagcdes nas
estruturas, por exemplo, por metilacdo de acidos benzoicos ou fendlicos resultaria
numa diferenciacéo significativa no tratamento de dados. De uma forma geral, uma
analise direta entre o perfil metabdlico com a filogenia com dados moleculares, nao
indica uma correlacdo nitida como seria desejavel. As evidencias que emergiram
foram que a diversidade metabdlica nas peperomias leva a producdo de um amplo
arsenal de substancias.

O fato dos genes de vias metabodlicas serem um dos elementos genéticos de
mais rapida evolucdo (FISCHBACH; WALSH; CLARDY, 2008) e que a expressao
genética destes ser bastante dependente de fatores extrinsecos a planta torna
complexo e desafiador testar o uso combinado desses dois conjuntos de caracteres.

Essa evolucdo rapida de genes do metabolismo secundario e a alta
plasticidade das plantas ao estimulo externo fazem com que o estudo do fendtipo
quimico seja mais adequado para estudos ecofisioldégicos ou até mesmo o estudo da
expressdo de genes do metabolismo secundéario ao longo de ontogenia ou diferentes
tratamentos.

Fenbmenos como a convergéncia evolutiva ou o silenciamento de genes
também tornam este tipo de estudos um desafio. Também é importante ressaltar
gue nem todos os metabolitos tem uma utilidade na quimiotaxonomia e cada tipo
pode ser Util como marcador quimiotaxondmico em diferentes niveis taxondmicos,

nao necessariamente para classificar entre espécies de um mesmo género. Assim,
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seria recomendavel um estudo mais aprofundado sobre a composicdo quimica de
estas espécies, assim como a inclusdo de mais espécies para encontrar mais
padrées. Uma revisdo sobre metabolismo secundario de Peperomia (ANEXO 1),
torna evidente a caréncia de estudos para a maioria das espécies analisadas. Ha
espécies relativamente bem estudadas, como é o caso de P. tetraphylla e P.
obtusifolia enquanto que outras néo foram ainda estudadas.

No geral, mesmo com algumas coincidéncias, cada metodologia de analise
dos extratos de Peperomia apresenta resultados diferentes, assim todas as
técnicas ndo sdo excludentes, mas complementares. Portanto, nenhuma técnica
descreve completamente o perfil quimico da planta; de maneira que fazer uma

analise do perfil metabdlico é um trabalho que deve ser realizado com precaucéo

para nao resultar em conclusfes equivocadas.
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Para buscar um detalhamento da relacdo complexa dentro de cada cluster, foi
utizada a andlise discriminante de componentes principais (DAPC), uma
metodologia estatistica que permite descrever a diversidade entre grupos preé-
definidos. O tratamento com dados de RMN *H foi definido para um conjunto de 4

clusters (Figura 50).

§. |
e@enkues

Figura 50. Clusters gerados pela andlise discriminante de componentes principais (DAPC)

dos dados de RMN *H dos extratos (CHCl;) de espécies de Peperomia.
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Figura 51. Classificacdo das espécies de Peperomia enquanto a sua filiacdo aos diferentes
clusters gerados pela analise (DAPC).
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Pode-se observar que dos quatro clusters gerados (Figura 50), o cluster 1 e 3
sdo bastante proximos e, de fato, varias espécies como a P. nitida, P. sp e P.
tetraphylla que pertencem principalmente ao cluster 1 também tem algumas
caracteristicas do cluster 3.

O cluster 2 e 4 coincidem com os clusters gerados também pela analise de
HCA de dados de RMN. J& os clusters 1 e 3 ndo coincidem muito.

Fazendo-se a comparacdo de esta classificacdo com a classificacao
filogenética com dados de ITS e matK, € possivel identificar também algumas
correlacdes interessantes. O cluster 1, em termos gerais engloba plantas que se
encontram no grupo A, tal como mostrado na Figura 37 e algumas espécies do clado
B. O cluster 3 inclui especialmente as espécies no clado B (Figura 37), excluindo P.
corcovadensis, P. tetraphylla e P. sp. No entanto, estas duas Ultimas tem uma
probabilidade de pertencer a este grupo (Figura 51). No cluster 2 se encontram as
espécies P. alata e P. glabella que, de acordo com as analises filogenéticas, se
encontram também em um mesmo clado. A este cluster também pertence a espécie
P. sincorana, que agrupado ao mesmo clado por filogenia molecular, mesmo um
pouco mais distante, outra espécie classificada no cluster 2 € a P. corcovadensis,
que esperar-se-ia que estivesse classificada no cluster 3 ou 1.

Pela sua vez, no cluster 4 se encontram as espécies P. incana, P. serpens, P.
urocarpa e P. obtusifolia, que na arvore filogenética (Figura 36) também sao
espécies muito proximas.

Este método estatistico se mostrou bastante Gtil para estudos de analise do
perfil quimico e bastante congruente com a classificagdo com dados moleculares de

estas espeécies. Pode ser uma ferramenta util para a classificacdo de plantas que
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sejam relativamente proximas, pois além de classificar as espécies em diferentes
clusters pode ajudar a entender a relacao que existe entre estes clusters.

De acordo com todos os diferentes métodos utilizados para analisar os extratos
e as analises estatisticas com dados quimicos, cabe ressaltar o grupo de espécies
P. incana, P. nitida, P. serpens, P. urocarpa por serem bastante préximas
filogenéticamente e com seu perfil quimico. Outro grupo interessante € o grupo de
espécies conformado por P. corcovadensis, P. pseudoestrellensis, P. oreophila, P.
subrubrispica, P. tetraphylla, P. megapotamica, P. rhombea, P. sp e P. trineura
(Clado B, figura 10), ja que também aparentam ter uma quimica particular e comum
a todas elas, que faz com que nas analises estatisticas com dados quimicos fiqguem
bastante proximas. Um estudo com este conjunto de espécies pode dar idéias sobre

a evolucao do metabolismo secundario.

4.4 FILOGENIA DO GENE CHS

Analisando-se as sequéncias obtidas da regido do gene CHS amplificado e
fazendo-se uma comparacédo com sequéncias de CHS presentes na base de dados
do GenBank, ndo se encontram seqUéncias muito préximas as obtidas de
Peperomia. Assim, com a informacéo disponivel até o0 momento néo foi possivel
estabelecer a funcéo especifica destes genes CHS (Figura 52). Isto pode levar a
pensar numa possivel utilizacdo de este carater como marcador molecular para
algumas espécies de Peperomia.

Com excecdo de P. nitida, as sequéncias CHS das demais peperomias
analisadas fazem parte de um unico clado, possivelmente, plantas proximas nesta

classificagdo produzem substéncias policetidicas com esqueletos semelhantes, o
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qual pode se comprovar com futuros estudos fitoquimicos.
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Figura 52. Arvore filogenética (MP) baseada em sequéncias do gene CHS de espécies de
Peperomia e plantas relacionadas. Valores de bootstrap nos ramos. Andlise por maxima
parciménia utilizando o programa PAUP. Busca heuristica; repeticdes de bootstrap: 100000;
longitude da arvore: 2624; indice de consisténcia (CI): 0.6300; indice de homoplasia (HI):
0.3700; indice de retencdo (RI): 0.7847; algoritmo Branch-swapping: tree-bisection-
reconnection (TBR); numero de caracteres informativos: 665; 224 caracteres sao
constantes. Grupo externo: Escherichia coli FabH (nimero de acesso no genBank:M77744),
gene da biossintese de acidos graxos. Em negrito se encontram as sequéncias obtidas
neste trabalho e em azul as sequéncias obtidas de Peperomia que também formam parte
deste trabalho.
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O gene CHS amplificado nédo é especifico a algum tipo de composto pelo fato
de que os iniciadores foram desenhados a partir do alinhamento de diversas
sequéncias atribuidas a CHS na base de dados do GenBank. Como evidenciado
(TROPF et al.,, 1994) e (SCHRODER, 1997), a grande semelhanca entre genes
CHS, STS e STCS faz com que seja dificil diferenciar entre eles pela simples
comparacao das sequéncias e devido ao fato de que muitas sequéncias designadas
como sendo do tipo CHS nédo tem nenhum estudo de funcionalidade, estes genes
sequénciados podem ser responsaveis pela producdo de flavonoides, cromenos,
fendis prenilados, entre outros policetideos.

Mesmo que nem todas as peperomias abordadas neste estudo tenham
amplificado para o gene CHS, aquelas que amplificaram e que permitiram obter uma
arvore filogenética com uma topologia bastante compativel com aquela obtida com
dados de ITS e matK, levando a supor que a velocidade de evolucéo destes genes
CHS é comparavel com aquela dos genes matK ou ITS. Esta particularidade leva a
hip6tese de que o estudo da evolugcao do metabolismo secundario possa ser melhor
entendido através do estudo dos genes do metabolismo secundéario presentes nas
espécies e ndo através do estudo do produto final da expressao génica das mesmas
(os metabdlitos secundarios propriamente ditos). Isto devido a que a caracteristica
fenotipica de presenca/auséncia de determinado metabdlito secundario € bastante
sensivel e dependente das condicdes ambientais e mostra as condi¢cdes da planta
em um momento determinado, podendo ela produzir outro tipo de substancias se
esta se encontra sob estresse ou em outro momento do dia/ou ano (ciclo circadiano/
ciclos sazonais).

Esta sensibilidade das plantas as condi¢des externas faz com que o estudo do



145

perfil quimico seja bastante Util para comparar entre plantas bastante proximas
(variedades de uma mesma espécie) ou a mesma planta submetida a diferentes
condicbes, 0 que permite também identificar genes associados a determinadas

funcdes metabdlicas.

4.5 FUNGOS ENDOFITICOS

Diversos metabdlitos secundarios de espécies de Peperomia possuem
esqueleto policetidico como derivados de &cido orselinico (SALAZAR et al., 2005).
Estudos realizados anteriormente no LQPN objetivando o estudo de policetideo
sintases e 0 seu possivel envolvimento na biossintese de compostos estruturalmente
relacionados ao &cido orselinico envolveram tentativas de amplificacdo de PKS. No
entanto, tais esforcos foram infrutiferos. Assim, objetivou-se como alternativa o
estudo dos fungos endofiticos e seu envolvimento no metabolismo secundéario de
espécies de Peperomis (Peperomia arifolia, P. glabella, P. nitida, P. oreophilla, P.
urocarpa). Foi realizado o isolamento e a identificacdo de um total de 27 fungos
endofiticos, tendo como base a analise da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA dos

mesmaos.

4.5.1 Cultura de fungos endofiticos

Em geral observou-se um bom desenvolvimento dos fungos endofiticos no
meio de cultura de batata dextrose-agar (PDA). Cada uma das partes das plantas

resultou no desenvolvimento de pelo menos um fungo endofitico. A agua de
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lavagem final das plantas, antes de serem cortadas e dispostas nas placas de Petri,
também foi utilizada como controle negativo, em todos o0os casos nao houve
crescimento de organismo algum (Figura 53). Portanto, pode-se afirmar que os
fungos obtidos séo, de fato, endofiticos e que ndo houve contaminacédo por fungos

de superficie ou outro tipo de contaminantes.

Figura 53. Cultura de fungos endofiticos das diferentes partes das plantas.

Para o isolamento de cada fungo crescido mo meio PDA se fez a repicagem
das coldnias em novas placas de Petri, por duplicata, assim foram mantidos por uma

semana, ap6s a qual, novos repiques foram feitos. Poucos fungos repicados
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apresentaram contaminacdo por leveduras, de maneira que a repicagem em

duplicata permitiu a obtencéo e preservacao das colbnias purificadas (Tabela 13).

Tabela 13. Fungos isolados de diferentes partes de plantas do género Peperomia.

PLANTA |PARTE | NUMERO DE ISOLADOS | FUNGO
raiz 1 UR1
uUC1
P. urocarpa | Caule 3 uc2
uUcCs
folhas 4 UF1
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UF2

UF3

UF4

GR1
raiz

GR2

P. glabella

GC2

caule

GC3
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folhas GF1
raiz NR1
NC1

P nitida | OU°
NC2
folhas NF1
AR1

P. arifolia raiz

AR2
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AC1

caule
AC4
folhas AF1
raiz OR2
OC1
P. oreophila | ~5ule
OoC2
folhas OF1
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OF2

4.5.2 Deteccédo de fungos endofiticos nos tecidos de Peperomia

O corante rosa bengala (SAHA, 1988) foi utilizado para observar os fungos

endofiticos nos tecidos das peperomias (Figura 54).

£. oreophyllo, folha P. oreophylla, folha

Figura 54. Fungos endofiticos, observados sob microscopio 6ptico nos tecidos de diferentes
espécies de Peperomia.

4.5.3 Amplificagcédo da regidao ITS1- 5.8S-ITS2 do rDNA para identificagcdo dos

fungos enofiticos

Foram obtidos fragmentos de aproximadamente 600 pb (Figura 55) com os
iniciadores ITS1 e ITS4. As sequéncias obtidas foram processadas no programa
MEGA5, e juntadas em uma Unica matriz, junto com sequéncias com maior
porcentagem de identidade obtidas com a ferramenta BLAST do GenBank. Com
estas foi possivel fazer uma reconstrucéo filogenética, no mesmo programa, pelo
método de distdncia Neighbor-joining (NJ), conseguindo identificar os fungos

endofiticos no nivel de género (Figura 56) (Tabela 14).
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Esta analise mostrou a grande variedade de fungos endofiticos em espécies de
Peperomia, os quais estdo agrupados em seis familias diferentes e tiveram seus
géneros identificados; seria imprescindivel uma analise morfoldégica para

identificacdo da espécie a qual pertencem.

Figura 55. Gel de agarose 2% (contendo brometo de etideo) mostrando os fragmentos
amplificados de aproximadamente 600 pb de alguns dos fungos endofiticos isolados ACA4,
AR1, AR2 e UF3.

Observou-se que vérias sequéncias ITS de fungos foram idénticas (AR1 e
AR2), (GC3 e NR1), (UF3 e NF1), (AC4 e AC1), (UF1 e UF4), (UC1 e UF2) e (entre
OC2 e GR1 s6 houve apenas a alteracdo de um nucleotideo na regido
sequénciada). No entanto, ndo seria conveniente afrimar que se trata da mesma
espécie, pois em alguns casos foram observadas diferencas morfolégicas, como
entre AR1 e AR2, UC1 e UF2, e UF3 e NF1. Outro fator a se ter em conta é que
entre fungos com sequéncia igual no intervalo sequénciado de ITS, um dos fungos
amplifica para a sintase do &cido orselinico e o outro ndo. Esse foi o caso do AR1
gue amplifica com os iniciadores B (Tabela 7) enquanto que AR2 ndo, AC4 amplifica
e AC1 ndo, OC2 amplifica enquanto que GR1 ndo. Desta maneira, pode se inferir
que a regido ITS no caso dos fungos endofiticos analisados néo é suficiente para
estabelecer se duas espécies bastante proximas constituem-se na mesma espeécie
ou se seriam espeécies diferentes. Seria conveniente utilizar mais de uma regidao do

DNA para se estabelecer a identidade das espécies.
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Figura 56. Arvore filogenética Neighbor-joining ndo enraizada feita com sequéncias ITS1-
5.8S-ITS2 dos fungos endofiticos isolados de Peperomia.
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4.5.4 Diversidade de genes PKS em fungos endofiticos de Peperomia

Os policetideos em fungos séo produzidos por PKSs de multidominio. As PKSs
de fungos podem ser agrupadas entre ndo reduzidas (NR, que amplificam com os
iniciadores LC1-LC2c), parcialmente reduzida (PR, que amplificam com os
iniciadores LC3-LC5c) e altamente reduzidas (HR, que amplificam com os
iniciadores KS3-KS4c) examinando-se os dominios codificados no gene (SANCHEZ
et al., 2010). Foi possivel a obtencdo de produtos de PCR com aproximadamente

700-800 pb, para alguns fungos endofiticos (Figura 57).

—
- ACL ACZ ARl G Bl GF NCI AR NEE BRI OC)

By~
- M s (WY -

PKS FUNGI LC1-LC2¢ PKS FUNGI KS1-KS2c

Figura 57. Gel de agarose 1% (contendo brometo de etideo) mostrando fragmentos
amplificados de aproximadamente 700 pb de PKS de fungos endofiticos, utilizando
iniciadores LC1-LC2c e KS1-KS2c.

Na Tabela 14 se apresentam resumidamente os resultados de amplificacao
obtidos com cada iniciador, como se pode observar todos os fungos, com excecéo
do OC1, amplificaram pelo menos para um tipo de PKS, evidenciando-se o potencial

de estes fungos para produzir compostos de tipo policetidico.

46 GENE DO ACIDO ORSELINICO EM PEPEROMIAS E FUNGOS
ENDOFITICOS

Tendo como hipotese que o acido orselinico € um intermediario na producéo de

certos compostos policetidicos em Peperomia (SALAZAR et al.,, 2005), foram



155

desenhados iniciadores especificos para o gene de acido orselinico (Tabela 7). Este
conjunto de iniciadores foram testados com DNA de peperomias (P. arifolia, P.
glabella, P. nitida, P. oreophilla e P. urocarpa, produtoras de compostos derivados
do acido orselinico) e seus fungos endofiticos, sob diferentes condi¢cdes de reacao,
utilizando-se como controle positivo DNA de Streptomyces viridochromogenes.

Os iniciadores B (Tabela 7), desenhados com base na sequéncia génica da
proteina AviM presente na bactéria Streptomyces viridochromogenes (numero de
acesso no genBank: AAK83194), considerando que experimentos de expressao
heter6loga de AviM em Streptomyces lividans resultaram na formacdo do acido
orselinico (HILL, 2006), permitiiam amplificar uma regido de 1000 bp, para o
controle positivo, como esperado (Figura 58). Estes iniciadores permitiram a
amplificacdo de um fragmento do tamanho esperado em varios fungos endofiticos.
No entanto, ndo foi observada nenhuma banda nas plantas analisadas, o que leva a
pensar que as plantas geram acido orselinico através de uma PKS diferente de
aquela comum a os fungos e bactérias, ou que possivelmente o grau de
envolvimento dos fungos endofiticos no metabolismo de Peperomia € maior do que
o esperado, o qual tera de ser desvendado em experimentos apropriados.

Como se observou, pelo menos um fungo em cada planta analisada € um
potencial produtor de &cido orselinico (Tabela 14), podendo produzir &cido orselinico

ou algum derivado deste sob condi¢cbes especificas de crescimento.
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Figura 58. Gel de agarose contendo GelRed com o produto de PCR para acido orselinico
com os iniciadores B da tabela 8. SV (controle positivo, Streptomyces viridochromogenes),
as peperomias A (P. arifolia), G (P. glabella), N (P. nitida), O (P. oreophilla), U (P. urocarpa),
e os diferentes fungos endofiticos isolados de plantas (UR1-OF2) e por altimo (-), o controle
negativo, 4gua milliQ autoclavada.

Com os outros iniciadores desenhados (Tabela 7) ndo foi possivel a obtencéo
de fragmentos do tamanho esperado com as plantas. Com os iniciadores F (STCSF1
e STCSR1). Porém, se observaram fragmentos com um tamanho menor ao
esperado (954bp) (Figura 59) e a amplificacdo em grande escala ndo resultou em
guantidade suficiente para sequenciamento. Seria recomendavel otimizar esta
reacdo de PCR e sequénciar estes fragmentos que poderiam corresponder a uma
PKS nédo necessariamente a aquela relacionada a biossintese do acido orselinico
pois estes iniciadores foram desenhados a partir de sequéncias de genes que
codificam para PKSs com outras funcdes em plantas.

Estes resultados podem indicar que a acido orselinico sintase de peperomias
poderia ser diferente daquela ja descrita para outros organismos. Portanto, poderia
se tratar de um caso de convergéncia evolutiva, no qual os genes ndo possuem um

ancestral comum mesmo que levam a produgdo do mesmo esqueleto de carbonos.
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Figura 59. Eletroforese em gel de agarose mostrando os fragmentos amplificados gerados
com iniciadores STCSF1 e STCSR1

Tabela 14. Resumo geral dos resultados obtidos no estudo de fungos endofiticos, onde se
mostra a planta da qual foi extraido, o género ao qual pertence o fungo e a presenca (+) ou
auséncia (-) de diferentes tipos de PKS (NR, PR, HR) e a PKS responsavel pela producdo
do &cido orselinico (OSAS). (Nd: ndo foi testado com este fungo)

PKS
NOME PKS PKS
. LC3- PKS
PLANTA | PARTE DO GENERO LC1/LC2c | KS3/KS4c
LC5c | OSAS
FUNGO (NR) (HR)
(PR)
Raizes UR1 Chaetomium + - + +
uCi Diaporthe - + - -
Caule uc2 Diaporthe + + + -
P. ucCs Xylaria + + + +
urocarpa UF1 Xylaria + + + +
UF2 Diaporthe - + - +
Folhas
UF3 Colletotrichum + - - +
UF4 Xylaria + + + +
GR1 Fusarium + - + -
Raizes :
GR2 Fusarium - + - -
P. glabella GC2 Colletotrichum - + - -
Caule
GC3 Thielavia + + + +
Folhas GF1 Arthrinium + - + -
Raizes NR1 Thielavia + - - +
- NC1 Diaporthe + + + +
P. nitida Caule
NC2 Colletotrichum + - + +
Folhas NF1 Colletotrichum + + + +
P. arifolia | Rraizes AR1 Chaetomium + + + +
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AR2 Chaetomium Nd Nd Nd Nd
Caule AC1 Arthrinium + + + +
AC4 Arthrinium + - + +
Folhas AF1 Nd Nd Nd Nd Nd
P. raizes OR2 Fusarium - + + -
oreophila | Caule OC1 Diaporthe - - - +
0cC2 Fusarium + + + -
Folhas OF1 Diaporthe + - - +
OF2 Arthrinium + - + -

4.6.1 Amplificacdo do gene PKS da possivel acido orselinico sintase do fungo
UR1

Foi sequénciado o produto de amplificacdo dos iniciadores B (para &cido
orselinico sintase) do fungo UR1 (Tabela 15), fungo do género Chaetomium,
obtendo uma sequéncia de boa qualidade de 867 bp. Dando como maior
porcentagem de semelhanca 82%, com uma PKS do fungo Myceliophthora
thermophila, com numero de acesso no GenBank XM_ 003664816, sem funcéo
descrita.

A sequéncia obtida foi submetida a um BLAST para ver o tipo de gene e o grau
de semelhanca com o gene de acido orselinico em diferentes organismos:
Streptomyces viridochromogenes (AviM, nimero de acesso no GenBank AAK83194,
Michromonospora echinospora (CaLO5, numero de acesso no GenBank
AAM70355), e Aspergillus nidulans (AN7909.2, numero de acesso no GenBank

XP_681178).

Foi observado um 60% de semelhanca com a sequéncia gendmica da proteina

AviM de Streptomyces viridochromogenes, 47% de semelhanga com a sequéncia
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génica da proteina CalLO5, de Michromonospora echinospora, por ultimo, uma
porcentagem de semelhanca de 50% com o gene do acido orselinico em Aspergillus
nidulans. E importante ressaltar que dada a maior semelhanca desta sequéncia do
fungo UR1 com a sequéncia de bactéria Streptomyces viridochromoogenes do que
com a sequéncia do fungo Aspergillus nidulans, pode ser um indicativo de uma
possivel transferéncia horizontal deste gene.

Tais porcentagens ndo sdo baixas comparando-se porcentagens de
semelhanca resultantes ao fazer um BLAST entre estas proteinas que tem a mesma
funcdo em diferentes organismos: 32% entre AviM e o0 gene de acido orselinico em
Aspergillus nidulans (AN7909.2); 59% entre AviM e CaLO5 e 32% entre o0 gene de
acido orselinico em Aspergillus nidulans (AN7909.2) e CaLO5. No entanto, para se
estabelecer se de fato este gene corresponde a uma acido orselinico sintase no
fungo URL1 seria necessario o sequénciamento do gene inteiro e a expressao em um
organismo heterdlogo.

Tabela 15. Sequéncia do possivel gene PKS do &cido orselinico no fungo UR1 , 867 bp.

>UR1 OSASB
CGCTGTCTTTGCCGGTCTCATGACTGGCGACTACGACACTCTGTCCCAGCGCGACGAGCTT
GACWCCAGCCAGTACTACGCCGCTGGCAATGCGCGCTCAATTCTGTCAAATCRCATCTCGT
ACTTCTTCAACTTCAATGGCCCCTCAATGACCATCGACACCGCAYGCTCGTCCAGCCTTGTC
GCTCTTCACCAGGCTGTCCTGAGCCTGCGGTCGGGAGAGTGCAAGATGGCCTGTGTCGCG
GGCGCCAACATGATCCTCACCCCGGAGCAGTTCATCGTCGAGTCGAGCCTGCACATGCTCA
GCCCCACTGGCCACTGCCGCATGTGGGATGCTGGCGCCGATGGCTACGCCCGCGGAGAAG
GCGTCGCTGCCTTGTTCATCAAGCCCTTGAGCCAGGCTCTTGCCGACGGTGACCACATCGA
GGCCATCATTCGTGACACCGGCGTCAATTCGGACGGTCGCTCCCGCGGAATTACGATGCCC
AATTGGGAAGCCCAGTCACGCCTTATCCAGGACACCTACCAGCGAGCCGGCCTGGACTCTA
AGTCCCCCGAAGATCGATGCCAATACTTCGAGGCTCACGGCACGGGCACCAGCGCCGGAG
ATCCCAACGAGGCGCGCGCCATTGAGAATGCCTTTTTCGATCGTAACAAGGACTCTGCTTCG
GGTGCCAAATTGCTTGTCGGCTCCGTCAAGACCGTGATCGGCCACACCGAAGGCGCTGCC
GGCTTGGCTGGTCTTCTCAAGGTGATTCAGAGCATGCGCCACGGCTCAGTGCCTCCCAACC
TCCATCTTGACAAGCTCAATCCCGACGTTGAGCAGTACTACAACAACTTGCTCGTCCCAACT
TCTGCTATCGCATG
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4.7 PERFIL METABOLICO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Devido ao fato que diferentes fungos endofiticos amplificaram para o gene de
acido orselinico, decidiu-se fazer o estudo do perfil metabdlico deste em busca do
acido orselinico em alguns destes fungos (AC4, AR1, OC1, OF1, UC3, UR1).

Pelas andlises por HPLC e LC-ESI-MS dos extratos em AcOEt dos fungos
endofiticos crescidos em meio Czpazek néo foi possivel identificar o acido orselinico.
Mesmo que o meio foi adaptado do protocolo mais adequado para aumentar a
producdo de acido orselinico no fungo Aspergillus nidulans (SANCHEZ et al.). Este
resultado pode significar que os fungos ndo produzem 4&cido orselinico nas
condic¢des de cultura utilizadas ou que provavelmente o acido orselinico ndo seja o
produto final da biossintese e, portanto, esteja sendo rapidamente consumido no

processo hiossintético para levar a producdo de outras substancias.

1 Acido orselinico

0C1 L

UR1 ‘ —

Figura 60. HPLC (260nm) do &cido orselinico e de extratos em AcOEt de fungos endofiticos
de Peperomia (OC1 e UR1)
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5 CONCLUSOES

5.1 PERFIL METABOLICO DE PEPEROMIA

v' Obteve-se o perfil metabdlico de 27 espécies de peperomias utilizando-se
técnicas como HPLC-DAD, RMN de 'H e LC-ESI-MS, evidenciando a grande
riqueza em metabdlitos secundarios de este género. As triplicatas das
andlises se mostraram consistentes entre elas. Cada metodologia analitica
dos extratos revelou resultados diferentes nas analises estatisticas, sendo
que cada metodologia aporta para o conhecimento do perfil quimico global da
planta.

v' A andlise dos dados quimicos com a ferramenta estatistica HCA permitiu a
classificacdo das espécies por semelhanca na producdo de metabdlitos
secundarios e a andlise estatistica DAPC se mostrou como uma ferramenta
alti para encontrar a relagdo entre os clusters formados pelas espécies
trabalhadas.

v" Nao foi possivel a identificacdo do acido orselinico nas peperomias estudadas

por meio de LC-ESI-MS.

5.2 FILOGENIA MOLECULAR DE PEPEROMIA

v A classificagcdo obtida com maxima parciménia de 27 espécies de peperomias
com dados de ITS e matK permitiu 0 grupamento das plantas de maneira
consistente com caracteristicas morfolégicas, como observamos em campo,
plantas com caracteristicas morfologicas semelhantes ficaram proximas na
classificagdo com dados moleculares. O gene matK mostra-se como um

marcador mais adequado para obter a filogenia de Peperomia dado que o
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suporte estatistico dos ramos das arvores obtidas foi mais significativo

quando comparado com as arvores obtidas com dados ITS.

5.3 ANALISES QUIMICAS E MOLECULARES CONJUNTAS

v As classificacGes obtidas com dados moleculares foram analisadas diante dos
dados de perfil quimico conseguindo algumas correlacdes interessantes, no
entanto, ndo se observa uma correlacao direta entre os clados formados e as

classes de metabolitos encontrados nestas espécies.

5.4 ESTUDO FITOQUIMICO DE PEPEROMIA

v Foiisolado o policetideo malabaricona D de P. megapotamica,

v" O fenilpropanoide elemicina e a lignana furofuranica diyangambina foram
isolados de P. rotundifolia.

v" As flavonas 5,6,7-trimetoxiflavona e a 4’,5,6,7-tetrametoxiflavona foram

isoladas de P. sincorana.

5.5 ESTUDO DO GENE CHALCONA SINTASE EM PEPEROMIAS E PLANTAS

FILOGENETICAMENTE RELACIONADAS

v' De acordo com a arvore filogenética se observa que as CHS de Peperomia
formam um clado separado do resto de sequéncias conhecidas de CHS.
Serdo necessarios estudos mais aprofundados para estabelecer se a
diferenciacdo das CHS se encontra no gene, na estrutura ou na funcao da

proteina.
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5.6 FUNGOS ENDOFITICOS

v' Os 27 fungos endofiticos foram isolados de raiz, caule e folhas de 5 espécies
de Peperomia (P.glabella, P. nitida, P. urocarpa, P.oreophila, P. arifolia). A
identificacdo destes fungos endofiticos utilizando a regido ITS1- 5.8S-ITS2 do
rDNA foi util para estabelecer o género dos fungos isolados, no entanto, uma
identificacdo morfolégica serd necessaria para fazer a identificacdo das
espécies, assim como para estabelecer se fungos com sequéncia ITS
bastante semelhante ou igual pertencem a mesma espécie.

v' A amplificacédo de diferentes tipos de policetideo sintase pelos fungos permite
entrever o potencial dos mesmos na produgdo de compostos de tipo
policetideo. Adicionalmente, acredita-se que pelo menos um fungo isolado de
cada Peperomia trabalhada tem a faculdade de producéo de &cido orselinico
devido a amplificacdo de um fragmento de DNA com iniciadores especificos
para acido orselinico sintase. Porém, o estudo do perfil metabdlico de varios
fungos endofiticos de Peperomia com potencial para producdo de &cido
orselinico, ndo permitiu identificar o &cido orselinico no extrato em acetato de
etila.

v" Foi possivel sequénciar o gene atribuido ao acido orselinico sintase do fungo
UR1, o qual apresenta uma porcentagem de semelhanca de 60 % com a
sequéncia génica da proteina Avim da bactéria Streptomyces
viridochromogenes, indicando uma possivel transferéncia horizontal deste

gene.
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Metabdlitos secundarios de espécies de Peperomia: a) fenilpropanoides; b) lignanas tetraidrofuranicas; c)

secolignanas; d) lignanas furofuréanicas; e) neolignanas; f) lignanas; g) flavonoides; h) policetideos; i) policetideos prenilados;

j) cromenos; k) amidas; |) outros.

CHO COOH /©/COOH
-~ i: HO
Al HO A2 MeO A3
benzaldeido acido anisico
C;HeO C/HgO5 CgHgO3
Exact Mass: 106,0419 Exact Mass: 138,0317 Exact Mass: 152,0473
P. sui P. tetraphylla P. duclouxii
Q MeO COOH
MeOUCOOH MeO '
HO
MeO
- MeO OMe A8 OMe A9
acido veratrico acido siringico
CoH100, Cy10H1204
Exact Mass: 182,0579 Exact Mass: 196,0736 CgH100s5
Exact Mass: 198,0528
P. tetraphylla P. tetraphylla P. duclouxii
OMe P 0
O N
~ T on
© HO
MeO Al13
OMe Al2 safrol Al4
acido trans-p-cumarico
C11H1403 C10H100,

Exact Mass: 194,0043 Exact Mass: 162,0681

P. pellucida P. camplyotropa

1.1 GRUPO A. Fenilpropanoides

CoHgO3
Exact Mass: 164,0473

P. duclouxii

metilparabeno

CgHgO3
Exact Mass: 152,0473

P. sui

MeO
OMe

A4 o

P. sui

OH
OH

HO
A10

3-hidroxitirosol

CgH1003
Exact Mass: 154,063

P. duclouxii

L
HO O~ OH

acido cis-p-cumarico

CoHgO3
Exact Mass: 164,0473

Al5

P. duclouxii

2,6-dimetoxi-p-quinona

CgHgO4
Exact Mass: 168,0423

COOH
OMe
HO
A5 OMe
A6
acido vanilico
CgHgO4

Exact Mass: 168,0423
P. tetraphylla,
P duclouxii, P. sui

o
(@)

HO
< PH> Al1
OH
OH  salidrosida
C15H2,06

Exact Mass: 298,1416

P. sui

MBOD/\/
HO
A16
eugenol

C10H120;
Exact Mass: 164,0837

P. sui



HO

OMe
Al17

miristicina
C11H1203
Exact Mass: 192,0786

P. villipetiola, P.camplyotropa

MeO XN

HO o O

OMe A2

isofraxadina
C11H100s
Exact Mass: 222,0528

P. sui

o)
)J\o o)
<O OMe

OMe

C14H1607
Exact Mass: 296,0896

P. tetraphylla
atividade anticancerigena

A26

OH

acido E-ferdlico

C10H1004

Exact Mass: 194,0579

P. duclouxii

< OMe

OMe A23

C12H1,05
Exact Mass: 236,0685

P. tetraphylla, P. oreophila

MeO:(j\N <O
MeO oM o

e
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(@]
MeO NN
OMe
MeO
OMe A24
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P. oreophila

Exact Mass: 222,0892

186

OMe
= 0] =
OMe o
M
OMe A20 OMe A21
dillapiol apiol
C12H140,4 Ci2H1404
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P. pellucida P. nitida, P. pellucida
MeO XN
MeO O OMe
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: L
OMe O
O OH A28
dindygulensina Azt
Yo C19H18011
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Exact Mass: 330,074

P. dindygulensis

Continuagdo GRUPO A. Fenilpropanoides

P. pellucida

atividade bactericida



MeO OMe MeO OMe MeO
CyoHy60
CapHosO 22H2607 CysHag0
Exact Mf’:lzssz:44070,1522 Bl Exact Mass: 402,1679 B2 s 416
P. blanda

atividade tripanocida

MeO OMe
C23H2803
Exact Mass: 432,1784 B5
P. blanda

atividade tripanocida

AcO ~—OH
MeO OMe
o (0]
g o
C24H26010
Exact Mass: 474,1526 B8

P. dindygulensis
atividade anti-cancerigena

AcO ~—OH
MeO. OMe

(@)
o OMe
Lo OMe
C25H30010
Exact Mass: 490,1839
B11
P. dindygulensis

1.2 GRUPO B. Lignanas tetraidrofuranicas

atividade tripanocida

Exact Mass: 416,1835

C24H26010
Exact Mass: 474,1526 B6

P. pellucida, P. dindygulensis
atividade estrogénica

AcO TOH
MeO /b OMe
awt O "y

o OH
\\O OMe
C24H28019
Exact Mass: 476,1682 B9

P. pellucida, P. heyneana

baixa atividade anti HIV-1

AcO +—0OAc
MeO. /b OMe
ot O ey

0 OH
\\O OMe
Co6H30011
Exact Mass: 518,1788
B12
P. pellucida, P. dindygulensis
atividade anti-cancerigena

OMe

P. blanda
atividade tripanocida

AcO ~—OH
MeO h OMe
we o "

o 0
d o
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CZBH3007 B4
Exact Mass: 418,1992

P. blanda
atividade tripanocida

HO ~—0OAc
MeO /b OMe

(@)
O (0]
L o
C24H26010 B7
Exact Mass: 474,1526

P. dindygulensis

AcO
MeO
HO
MeO
C24H2801
Exact Mass: 476,1682
B10
P. heyneana
AcO ~—O0Ac
MeO h OMe
e O Ty
HO OH
MeO OMe
Ca6H3201;
Exact Mass: 520,1945
B13

P. pellucida



(@)
o—/ Cc1

C20H1606
Exact Mass: 352,0947

peperomina D

C2oH1806
Exact Mass: 354,1103
P. glabella var. nervulosa

o . P. glabella var. nervulosa
forte atividade fungicida 9

forte atividade fungicida

o—/
peperomina A
222208
Exact Mass: 414,1315
P. dindygulensis, P. sui
P. heyneana, P. japonica
P. glabella var. nerv, P. pellucida

C22H2208
Exact Mass: 414,1315

P. blanda
atividade fungicida / atividade MDR

anti-cancerigeno / anti-inflammatério
atividade anti HIV-1 moderada

C10

4"-hidroxipeperomina B

C22H2408

CaoH2408 Exact Mass: 416,1471

Exact Mass: 416,1471
P. dindygulensis

P. heyneana

1.3 GRUPO C. Secolignanas
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MeO I (o)

o—/

peperomina E
C22H200g
Exact Mass: 412,1158
P. dindygulensis, P. sui
P. glabella var. nerv, pellucida

Cc4

peperomina H

C21H200s
Exact Mass: 400,1158

P. dindygulensis

atividade fungicida

MeO OMe

OH c7

C22H2208
Exact Mass: 414,1315 C22H240g

Exact Mass: 416,1471

P. dindygulensis
P. heyneana

anti-cancerigeno / atividade
inibitéria naindugéo de ICAM-1

P. dindygulensis

Ci1 Ci12

C22H2408
Exact Mass: 416,1471

P. pellucida, P. dindygulensis

C22H2608
Exact Mass: 418,1628

atividade anti-cancerigena fraca P. heyneana



OMe o /—9Q OH 4
MeO o
(J_ICe L e
MeO MeO
o ! OMe MeO \/o
-0 c13 © ci4
Cy3H240g C22H2504

Exact Mass: 428,1471 Exact Mass: 430,1264

P. pellucida
atividade anti-cancerigena

P. dindygulensis

C18
Ca3H250g
Exact Mass: 432,1784

4"-hidroxipeperomina C

C3H2g0g i i
Exact Mass: 432,1784 P. dindygulensis
P. heyneana
P. heyneana , P. dindygulensis
atividade inibitoria na
inducéo de ICAM-1

atividade anti HIV-1 baixa

atividade inibitoria na
inducédo de ICAM-1

MeO

OH

OMe

Cc21
C24H260,

10
Exact Mass: 474,1526

C22

peperomina F

C24H26010
P. heyneana Exact Mass: 474,1526
P. dindygulensis

- ; . P. din lensis e heynean
atividade anti-cancerigena dindygulensis e heyneana

Continuagdo GRUPO C. Secolignanas

OMe
MeO

MeO o)
o—/
C15

C23H260s
Exact Mass: 430,1628

P. blanda

OMe

peperomina C
Ca4H300g
Exact Mass: 446,1941

P. dindygulensis, P. sui,
P. heyneana, P. japonica
P. pellucida
atividade anti HIV-1 baixa
atividade MDR

Cc23
CasH30010

Exact Mass: 490,1839

P. heyneana
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MeO

O
o—/
peperomina B
C16
C23H260s
Exact Mass: 430,1628
P. dindygulensis, heyneana,
P. sui, P. japonica
P. pellucida, P. blanda
atividade anti-cancerigena
atividade antiogenica
atividade anti HIV-1 moderada

Cc20

C23H2609
Exact Mass: 446,1577

P. dindygulensis
atividade MDR

C24

peperomina G

Ca2H200s
Exact Mass: 412,1158

P. dindygulensis
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o OMe PR
OH

D1 D2 MeO. D3
o) (+)-sesamina HO HO
0 CaoH1806 OMe (+)-pinoresinol OMe (-)-medioresinol
Exact Mass: 354,1103 CocHOs ot ﬁmHz.zs%% 1366 e
P sui Exact Mass. 358,1416 act Mass: , Exact Mass: 388,1522
P. vulcanica . P. duclouxii i
P. pellucida P. sui P. duclouxil

OMe
Cy1H5,0g OMe
CyyH2407 Exact Mass: 402,1315 CyoHpy0g Cp2H240g
Exact Mass: 400,1522 , Exact Mass: 414,1315 Exact Mass: 416,1471
P tetraphyi P. duclouxii !
. tetraphylla . -
ik atividade anti-cancerigena P. duclouxii P. duclouxii
atividad MDR
00—\ 0o\
o) (0]
0o OMe OMe
. MeO
MeO. w0
D12
MeO b1l MeO
OMe . . OMe
OMe episesalina sesartemina
(-)-siringaresinol CoaHyO Co3Hp60g Co3H260g
237126 -8 R Exact Mass: 430,1628
CaoHasOg Exact Mass: 430,1628 Exact Mass: 430,1628 xact Mass
Exact Mass: 418,1628 P. obtusifolia P. obtusifolia
- P. oreophila
P. duclouxii
OMe
OMe
OMe
MeO.
D13 D14 OMe D15
' . MeO
(+) diayangambina OMe yangambina zepiresinol
C24H300g Cp4H300g C45H1506
Exact Mass: 446,1941 Exact Mass: 446,1941 Exact Mass: 294,1103
P. oreophila e obtusifolia P. vulcanica P. duclouxii

1.4 GRUPO D. Lignanas furofuranicas



OMe O

OM OMe

MeO E1

MeO

OMe

C2oH2607
Exact Mass: 402,1679

P. pellucida

OMe
-0 ES

C21H2207
Exact Mass: 386,1366

P. duclouxii
o
MeO. ‘.
@]
HO
OMe
OMe
(0]
\-O E9
C22H240g

Exact Mass: 416,1471

P. duclouxii

E13

C21H2407
Exact Mass: 388,1522

P. duclouxii

1.5 GRUPO E. Lignanas

Ca4H2809
Exact Mass: 460,1733

P. duclouxii

o E2
(+)-hinokinina

Ca0H1806
Exact Mass: 354,1103

P. sui

OMe

matairesinol di-metil eter

C22H2606
Exact Mass: 386,1729

P. vulcanica
(0]
MeO. ‘.
o]
MeO
OMe
OMe
(¢
-0

Ca3H260g
Exact Mass: 430,1628

P. duclouxii

E10

C26H32010
Exact Mass: 504,1995

P. duclouxii

° o B3

burseherina
C21H2206
Exact Mass: 370,1416
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OMe

o
o F

C21H2207
Exact Mass: 386,1366

P. fernandopoioana P. duclouxii
OH 0
MeO.
o) 2
Ty { :
MeO e}
OMe
OMe OMe
E6 OMe °o
E7 E8
kusunokinol CyoHpyOg
CaoH2506 Exact Mass: 414,1315
Exact Mass: 388,1886
. P. duclouxii
P. vulcanica
(0]
MeO . o
OH o] < o
HQo OH OMe OMe OH
(0]
OMe
o MeO oJ
-0
CogH34013 = Exact :\:IIZZH%AE.% 1471 =
Exact Mass: 578,1999 xact Mass: 416,
P. duclouxii P. duclouxii
o) SN
OAc
OAc OAc <  onc
OAc OAc [e] s
OMe_~
OMe MeO OMe
OH
E15 E16 E17
Ca6H30010

Cy7H34019
Exact Mass: 518,2152

P. duclouxii

Exact Mass: 502,1839

P. duclouxii
atividade anti-inflamatéria



1.6 GRUPO F. Norlignanas

OMe . OMe

MeO I I OMe

OMe OMe

pellucidina A
F1

CooH2806
Exact Mass: 388,1886

P. pellucida

i
Meo)“"\:\
O \\‘- /. OMe
< x
o MeO OMe
OMe

F3
Co3H2608

Exact Mass: 430,1628

P. tetraphylla

OMe
()
e} ‘" O>
$ [ IO
OMe OMe

peperotetrafina F2

CooH2,0g
Exact Mass: 414,1315

P. tetraphylla

b
MeO” "
o MeO OMe
OMe
F4
Co3H260s

Exact Mass: 430,1628

P. tetraphylla
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CC 0
o
Gl

Cy5H140;
Exact Mass: 226,0994 C16H1405
Exact Mass: 286,0841

P. obtusifolia

P. serpens

5-hidroxi-4',7,8-trimetoxiflavona

C47H1406
Exact Mass: 314,079

P. dindygulensis
P. blanda

P. tetraphylla P. sui,

OH O G12

5-hidroxi-3',4',7,8-tetrametoxiflavona
Cy9H1807
Exact Mass: 358,1053

P. dindygulensis, P. blanda, P. sui

1.7 GRUPO G. Flavonoides.

HO o @
OH O G2

C1gH160s
Exact Mass: 328,0947

193

HO
OH O
OH O G3 OH O ca 6
apigenina acacetina C16H1205 5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona
Exact Mass: 284,06
C15H100s C16H1205 xact Mass: 284,0685 Cy7H14Os
Exact Mass: 270,0528 Exact Mass: 284,0685 Exact Mass: 298,0841
' . tewaphiyla P. dindygulensis, P. sui
P. pellucida P. pellucida . Y9 ) .

anti-cancer activity

OH O OH O
C18H1606 L . )
Exact Mass: 328,0947 5,3-diidroxi-4',7,8-trimetoxiflavona c

18H1607
C1gH1607 Exact Mass: 344,0896
P. dindygulensis Exact Mass: 344,0896 _ _
. . P. dindygulensis
P. dindygulensis

HO.,
HO” ™
Gl14 = L G15
pellucidatina HO™ Isovitexina
5-desmetiltangeritina CioH1508 C21H20010
c Exact Mass: 374,1002 Exact Mass: 432,1056

e M19H%807 1
xact Mass: 358,1053 P. pellucida P. pellucida

P. vulcanica



citisosida
C22H22019
: C22H32049
Exact Mass: 446,1213 Exact Mass: 4461213
P. pellucida "
P. duclouxii

OH O OH O

CogH32014
Exact Mass: 592,1792

G20

P. obtusifolia P. duclouxii

G24

Co9H34014
Exact Mass: 606,1949

P. obtusifolia

Continuacdo GROUP G. Flavonoides

CogH32014
Exact Mass: 592,1792
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G17 OH O G18 G19
C23H2401, CartlaoOss
Exact Mass: 492,1268 Exact Mass: 578,1636
P. blanda

P. dindygulensis o o
atividade antioxidante moderada

> vicetin-2
HO OH O
G22 2.
G21 Co7H30015 ez
Exact Mass: 594,1585 Cy7H30015

Exact Mass: 594,1585
P. blanda

atividade antioxidante moderada P. dindygulensis

OMe

G25

G26

C2gH32015
Exact Mass: 608,1741

CogH32015
Exact Mass: 608,1741

P. dindygulensis P. dindygulensis
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OH O OH O OH O

proctoriona C

OH CaoH3604 OH Co4Hag04
CoH3605 H1 Exact Mass: 364,2614 Exact Mass: 392,2927 H3
Exact Mass: 348,2664 H2
P. trineura P. trineura P. proctorii, P. sui, P. dindygulensis
atividade anti-fungica moderada atividade anti-fungica atividade anti-cancerigena
OH O OH O o OH O OH
=
(CI—WY\/\ CH I~ @k@ﬁ%{\/\
[¢]
¢} (¢} . O
(0] : peperomadinona A
o proctoriona B OH . OH OH
Co MO Ha peperomadinona B H5 Cz4H3_805 H6 CosHacOs H7
Exact Mass: 394 3083 Exact Mass: 406,2719 Exact Mass: 408,2876

C24H3g05
P. proctorii Bxact Mass: 406,2719 P. dindygulensis P. dindygulensis
P. dindygulensis

OH O OH O o] OH O o
Y 7 (CHX)Q‘I\/\/\
— (CH11 “(CHa)a
o o o
OH surinona C OH OH
Exct Hoast 80,324 peperomadinona C peperomadinona D
‘ ‘ e H8 CasHazOs Ho Ca6H4205 H10
P. sui, P.dindygulensis Exact Mass: 434,3032 Exact Mass: 434,3032
atividade anti-cancerigena . . P. dindygulensis
atividade antiangiogénica P. dindygulensis '
OH O OH O OH O
) COTTO Cl s
© H11 o ©
H12 Co3H3003 H13
C15H1603 Cy7H1505 Exact Mass: 354,2195
Exact Mass: 244,1099 Exact Mass: 270,1256
P. trineura
P. dindygulensis P. alata atividade an':i—ftl:n icamoderada
atividade minima de inibigéo do atividade anti-fungica forte g
crescimento contra células VA-13
OH O OH O
‘ |O ‘ |O oleiferinona
[¢] ] surinona B OH CasHasOs
OH Co3H3204 Exact Mass: 400,2614
Exact Mass: 372,2301 C25H1§603 . H16
H14 Exact Mass: 384,2664 H15 P. duclouxii

P. dindygulensis, P. sui

atividade anti-cancerigena
atividade anti-inflamatéria fraca

P. dindygulensis P. sui, P. dindygulensis

1.8 GRUPO H. Policetideos
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OH O OH O OH O OH O
0 0 0
o O NG 2 O o
o) o o (0] O o o) (e}
OH OH OH CueH360

Exact l(\:AMHSZfl% 2199 26 36
xact Mass: , >
et ﬁleHlﬁzosss o0 H17 CyoHas06 His H1o Exact Mass: 444,2512 H20
xact Mass: , : i ; ) )
Exact Mass: 388,1886 P. dindygulensis, P. dindygulensis
P. alata P. duclouxii P. duclouxii P. duclouxii
atividade anti-fungica forte atividade antiangiogénica atividade antiangiogénica
atividade anti-inflamatéria fraca
OH O OH O e
5 O Cry O CL
‘ o o> (o) (o] [0) O
CosHacOs OH surinona A C30H4_1405
Exact Mass: 456,2876 CygH4006 Exact Mass: 484,3189
Ho1 Exact Mass: 472,2825 H22 _ H23
P. trineura P. trineura
atividade anti-fungica baixa P. sui, P. duclouxii atividade anti-fungica baixa
atividade anti-cancerigena
atividade anti-inflamatéria fraca HO
HO
o NH O NH,
2 _ — (0] NH
(6]
o OH C24H41NO3 o)
Cy4Ha1NO, Exact Mass: 391,3086
Exact Mass: 375,3137 H24 H25 O L HiNOs H26
_ _ P. dindygulensis Exact Mass: 527,3611
P. dindygulensis P. dindygulensis
OH O OH O OH O OH O
MeO OMe OH OH OH
C20H3203 Exact I\CIIZZH363O43£3 2664
CioH1204 C1gH2803 : xact Mass: 548,
Exact Mass: 196,0736 Exact Mass: 292,2038 Exact Mass: 320,2351 H30
H27 H28 H29 P. glabella var. nervulosa
P. glabella P. glabella var. nervulosa P. glabella var. nervulosa atividade anti-fungica
atividade anti-fungica atividade anti-fungica

Continuagdo GRUPO H. Policetideos
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OH O OH O
OH O (CHy)z6 =
OH OH
suranona
OH dindiguleranona Ca4H303
Co4H4003 H31 C34Hg003 Exact Mass: 374,2821 Has
Exact Mass: 376,2977 Exact Mass: 516,4542 H32 P. sui
P. glabella var. nervulosa P. dindygulensis
atividade anti-fungica
OH O
o) o OH
) ||
o - ., —
° (C%h/\ ’
OH
CpeHa203 CoeHa4s0
: 264403
Exact Mass: 402,3134 Exact Mass: 404,329
CzeHz.1203 H34 P. dindygulensis H35 _ . H36
Exact Mass: 402,3134 atividade antiangiogénica P. dindygulensis
P. dindygulensis
O OH Q OH
(CH2)15 .
o \ (o) w/\/\/\/\/\/\©[0>
. ) CogH4o0s o
dindiguleriona D Exact Mass: 456,2876
C26Ha603 H37 H38
Exact Mass: 406,3447 P. duclouxii
P. dindygulensis atividade anti-inflamatéria fraca
OH O OH O OH
O o — o A
OH proctoriona A OH peperosuiona
Cyo4H3g04 CoHa O peperovulcanona A
. 2614004
ExactMass: 390.277 139 Exact Mass: 416,2927 H40 CagHa205 Ha1
N Exact Mass: 426,3134
P. proctorii :
P. sui .
P. vulcanica
OH O OH O
(¢} | T O>
(2)-peperovulcanona A peperovulcanona B o
CogHy203 C2gH3405
Exact Mass: 426,3134 H42 Exact Mass: 450,2406 H43
P. sui P. vulcanica

Continuacdo GRUPO H. Policetideos



<Zj©f(cwi‘)“

acido 1,3-benzodioxol-5-pentanoico

C12H1404
Exact Mass: 222,0892 11

P. duclouxii

OH

OH

CooH30, 14
Exact Mass: 328,2402

P. galioides, P. urocarpa
atividade tripanocida

OH

OH

HO™ Yo 17

Co3H3,0,
Exact Mass: 372,2301

P. galioides, P. urocarpa

1.9 GRUPO I. Policetideos prenilados

O
<O]©f(%°”
(0]
acido 1,3-benzodioxol-5-nonanoico
C16H2204

Exact Mass: 278,1518

P. duclouxii

OH

OH

CooH30,
Exact Mass: 328,2402

P. oreophila, P. arifolia

C2oH3003
Exact Mass: 342,2195

P. galioides

(@]
CH
(0]
acido 1,3-benzodioxol-5-tridecanoico

C20H3004
Exact Mass: 334,2144

13
P. duclouxii
OH
N Pz %z
OH
piperogalina
CzoH3,0;
Exact Mass: 328,2402 16

P. obtusifolia, P. galioides

atividade leishmanicida

C22H3,03
Exact Mass: 344,2351

P. galioides
atividade leishmanicida
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MeO N

J1

C14H1604
Exact Mass: 248,1049

P. serpens
P. villipetiola

OH

HO N

MeO (@]
J6
C14H1605
Exact Mass: 264,0998

P. villipetiola
atividade anti-fungica

OH

P. serpens, P. oreophila

MeO N

J2

C14H1604
Exact Mass: 248,1049

P. nitida,
P. villipetiola

OH

C18H2203
Exact Mass: 286,1569

P. blanda

Ji1

C2oH300,
Exact Mass: 326,2246

1.10 GRUPO J. Cromenos

J7

C2oH2803
Exact Mass: 340,2038

P. galioides

OH
0
HO N
HO 0
J3

C13H1405
Exact Mass: 250,0841

P. villipetiola

O OH
RNt \
o VY o
OH
|
J8 J9

C1H2,03
Exact Mass: 286,1569

P. blanda

J12

CooH3007
Exact Mass: 326,2246

OMe
X
(0]
O~ "OMe
J4

C15H1804
Exact Mass: 262,1205

P. villipetiola

C18H2204
Exact Mass: 302,1518

P. serpens

J13

P. obtusifolia

atividade tripanocida
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MeO N
MeO (@]

C15H1804 J5
Exact Mass: 262,1205

P. villipetiola
P. nitida

OAc
(0]

MeO N
HO O

C16H1806 J10
Exact Mass: 306,1103

P. villipetiola
atividade anti-fungica moderada

Ji4

CyoH300,
Exact Mass: 326,2246

P. obtusifolia

atividade tripanocida



OH

.‘\\\/\’/

J15
C22H300;
Exact Mass: 326,2246

P. obtusifolia

J20
Ca3H3004
Exact Mass: 370,2144

P. obtusifolia

C33H604
Exact Mass: 506,3396

P. obtusifolia

Continuagdo GRUPO J. Cromenos

Exact Mass: 326,2246

P. obtusifolia

‘W

C33H4604
Exact Mass: 506,3396

J21

P. obtusifolia

OH

.‘\\\/\‘/

J25

C33H4604
Exact Mass: 506,3396

P. obtusifolia

C2oH2803
Exact Mass: 340,2038

C23H3004
Exact Mass: 370,2144

P. amplexicaulis

J22

Ca3Hye04
Exact Mass: 506,3396

P. obtusifolia

Ca3Hgs04
Exact Mass: 506,3396

P. obtusifolia

J26
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J19
Co3Hz004
Exact Mass: 370,2144

P. obtusifolia
atividade tripanocida

J23
C33H4604
Exact Mass: 506,3396
P. obtusifolia
MeO
HO (0] OH
MeO™ ~O
OMe
aserrato de metila 127
C1gH1808

Exact Mass: 362,1002

P. sui
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OMe O

(6]
MeO MeO
HO NS O " -
MeO
HO
K1 O K2

C17H13NO3
Exact Mass: 279,0895

K3

C12H13NO3 )
Exact Mass: 219,0895 cefaradiona B
C19H15NOy

Exact Mass: 321,1001

CaoH17NO5
Exact Mass: 351,1107
P. tetraphylla . .

P. dindygulensis

P. sui P. sui
(o} o) 0
MeO
0 N e e NN <o N Nﬁ/
< .'4 R H
0o MeO o
OMe OMe . .
pipercallosidina
K5 K6 K7

C1gH25NO3

C15H19NO4 Cy6H23NO, Exact Mass: 303,1834
Exact Mass: 277,1314 Exact Mass: 293,1627
) P. ducloukxii
P. oreophila P. oreophila
OH OH
i i ﬂ i ﬂ
0 NNy HO N Ny
< H H H
0 HO HO
K8 K9 K10
pipercallosina Cy5H1sNO, trans-N-p-cumaroil tiramina

CyoH27NO3
Exact Mass: 329,1991

P. duclouxii

1.11 GRUPO K. Amidas

Exact Mass: 273,1001

P. tetraphylla
atividade anti-cancerigena

C17H17NO3
Exact Mass: 283,1208

P. duclouxii



HO O~ N
H

K11
cis-N-p-cumaroil tiramina

C17H17NO3
Exact Mass: 283,1208

P. duclouxii

OH
2 T
N N

H

MeO

HO K14

trans-N-feruloiltiramina
C1gH19NOy
Exact Mass: 313,1314

P. duclouxii,
P. heyneana, P. sui

OMe
HO
H
N

=
Ov\©\
OH

K17

MeO

trans-N-sinapoiltiramina
C19H2:1NOg
Exact Mass: 343,142

P. duclouxii

Continuacdo GRUPO K. Amidas

i K/QOH
N OH
H
HO

OH

K12
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HO (0] H
K13

cis-N-feruloiltiramina

N-[2-(3,4-diidroxifenil)etil]-3,4-diidroxi-benzamida

C15H15NO5
Exact Mass: 289,095

P. duclouxii, P. tetraphylla

OH
g T
HO . N
H
MeO K15

Ci1gH19NO,
Exact Mass: 313,1314

P. tetraphylla

MeO
HO
K18

trans-N-feruloil-3-O-metildopamina

C19H21NO5
Exact Mass: 343,142

P. duclouxii

C1gH19NO,
Exact Mass: 313,1314

P. duclouxii, P. sui

HO
H OH
L O B
O
OH
K16

trans-N-feruloildopamina

C1gH19NO5
Exact Mass: 329,1263

P. duclouxii, P. tetraphylla

OH
i ﬂ
A N
H
(0]
MeO
(@]
OH
K19

C3gH36N,0g
Exact Mass: 624,2472

P. tetraphylla
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B i

O
O\ O
L1 _ o 3-oxo0-a—ionol L4
5-acetoximetil furfural (+)-isololiolida C13H200, o
CeHgO4 C1iH1cOs Exact Mass: 208,1463 (+)-epi-a-bisabolol
Exact Mass: 168,0423 Exact Mass: 196,1099 P duclouxii C15H260
' ' Exact Mass: 222,1984
P. sui P. duclouxii P. heyneana P. galioides
atividade cicatrizante
OH
OH
- X
- HO MeO OMe
L5 L6
B-bisabolol L L8
CacHyeO (-)-blumenol A sinugibberodiol
C13H200 CoH;,0
Exact Mass: 222,1984 1311203 C15H240; 9 122
Exact Mass: 224,1412 Exact Mass: 236.1776 Exact Mass: 152.0837
P. sui P. duclouxii P. duclouxii P macrostachva
atividade anti-cancerigena atividade MDR ' y
OH OMe N N N =
MeO OMe
L9 L10 L11 L12
CyoH340
CoH1003 Cy0H1203 C10H1204 207134
Exact Mass: 166.063 Exact Mass: 180.0786 Exact Mass: 196.0736 Exact Mass: 290.261
P. macrostachya P. macrostachya P. macrostachya P. macrostachya

1.12 GRUPO L. outros
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Uso medicinal / atividade biol6égica do

Substancias (ANEXO 1)

Referéncias

Espécies Parte Atividade biolégica
extrato

Forte atividade fungicida contra Cladosporium

Folhas cladosporoides (0,1 pg) e C. sphaerospermum H12
0,25 ug).
— ( — ) X REIGADA, 2009
. . Forte atividade fungicida contra Cladosporium
Peperomia alata Ruiz .

Folhas cladosporoides (0,5 pg) e C. sphaerospermum H17

& Pav.

(0,5 pg).

Parte aérea

Oleo essencial,
Componente principal:
kongol 22,88%.

MOREIRA et al., 1999

P. amplexicaulis
Folhas (MeOH Ji8 BURKE et al., 2003
(Sw.) A. Dietr. ( )
lanta inteira
P. arifolia Miq. P 15 SALAZAR et al., 2012
(hexano)
Atividade tripanocida ICso: 9,6 pg/mL B1
3 Atividade tripanocida ICso: 18,6 pg/mL B2
Parte aérea — - -
(EtOAC) Atividade tripanocida ICso: 12,6 pg/mL B3 FELIPPE et al., 2008
Atividade tripanocida ICso: 23,7 pg/mL B4
Atividade tripanocida ICsp: 25,4 pg/mL B5
Parte aérea
C6 FELIPPE et al., 2011
(EtOAc)
P & 1
arte acrea €15 FELIPPE et al., 2012
(EtOACc) C16
P. blanda (Jacq.) Parte aérea G8
FELIPPE et al., 2008
Kunth (EtOAC) G12
Atividade antioxidante modesta (Teste DPPH): G19
Parte aérea I1Cs0: 357,2 UM
_ 50 K VELOZO et al., 2009
(MeOH) Atividade antioxidante modesta (Teste DPPH): G22
I1Cs0: 90,5 UM
Parte aérea J7
VELOZO et al., 2006
(MeOH) J8
Oleo essencial.
Folhas Composto majoritario: DOS SANTOS et al., 2001
Guaieno (6,8%)
P. lot A. Al3
campylotropa ¥E GARCIA G., 1990

W. Hill

P. chalhuapuquiana
Trel.

Oleo essencial.
Componentes principais:

LEO LIRA, 2007
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sabineno (20,5-31,0%),
criptona (8,5-8,7%) e éxido
de cariofileno (8,8-10,2%).

P. clusiifolia (Jacq.)
Hook.

planta inteira
(hexano)

J16

BURKE et al., 2003;
SEERAM et al., 1998

P. circinnata Link

planta inteira

Oleo essencial.
Componentes principais:
mirceno (12,2 — 31,2%) e
B-felandreno (17,5 - 25,4

%).

ZOGHBI et al., 2005

P. dindygulensis
Miq.
(sindnimo de
Peperomia blanda
(Jacq.) Kunth.)

A27

CHEN LI, 2007

Planta inteira
(MeOH)

Na medicina popular chinesa é utilizada para
o tratamento de asma, tosse, tuberculose, e
cancer de estomago, pulméo, esdfago, mama
e figado.

B6

B7

Atividade minima de inibicao do crescimento
de VA-13 ICs: 36,2 pg/mL.

B8

Atividade para a acumulagéo de calceina em
células tumorais MDR maior do que verapamil
a 2,5 pg/mL.

Atividade anti-inflamatéria: De moderada a
fraca atividade inibitoria da indugao de ICAM-
1, ICso: 189 pM. Na&o toxico para células A549
no teste MTT.

B11

Atividade minima de inibicdo do crescimento
de VA-13 ICso: 47,4 pg/mL.
Atividade anti-inflamatéria: De moderada a
fraca atividade inibitoria da inducéo delCAM-
1. I1Cso: 84,4 uM. N&o toxico para células A549
no teste MTT.

B12

WANG et al., 2012;
WU et al., 2005

Planta inteira
(EtOH)

O extrato em CHCl; apresentou atividade
significativa na supresséo da proliferacéo de
células de veia umbilical humanas (HUVEC).

C3

LIN et al., 2011

Planta inteira
(MeOH)/
Parte aérea
(EtOH)

Atividade inibitéria contra células tumorais de
pulmé&o (VA-13) ICso: 1,93 uM.
Inibi¢c&o do crescimento células normaisde
fibroblasto de pulméo (WI-38) ao mesmo
nivel.

Atividade inibitéria contra células tumorais de
figado (HepG2) ICso: 12,1 uM
Aumento da acumulac&o de calceina em
células MDR 2780 a 25 pg/mL.

C4

WU et al., 2006;

LIN et al., 2011;
GOVINDACHARI; KUMARI,

PARTHO, 1998
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Atividade anti-inflamatoria: Atividade inibitoria
da indugdo da molécula de adesédo
intercelular-1 (ICAM-1).

Atividade antiangiogénica: Citotoxicidade
contra células endoteliais de veia umbilical
(HUVEC): ICso: 1,64 pM.

Atividade de inibig&o da formagéo do tubo
HUVEC: ICso: 3,13 pM, ndo causada por
citotoxicidade.

Planta inteira

WU et al., 2006; WANG et

(MeOH)/ Aumento da acumulacao de calceina em cs al., 2014; LIN et al., 2011,
Parte aérea células MDR 2780 at 25 pg/mL. GOVINDACHARI; KUMARI,
(EtOH) PARTHO, 1998
Atividade inibitéria contra células tumorais de
pulmao (VA-13), ICso: 13,5 pM.
Inibigdo do crescimento de células normais de
fibroblasto de pulméo (WI-38) ao mesmo
planta inteira . o nivel. ) .
(MeOH) Atividade inibit6ria contra células tumorais de Cc7 WU et al.. 2006
figado (HepG2) ICso: 22,3 uM ’
Aumento da acumulacéo de calceina em
células MDR 2780 a 25 pg/mL.
Atividade inibitéria da inducéo da molécula de
adesao intercelular-1(ICAM-1).
C8
Planta inteira co WU et al., 2006;
(MeOH) WANG et al., 2014
Planta inteira Cl1 LIN et al., 2011
(EtOH)
Planta inteira c1a WU et al., 2006;
(MeOH) LIN et al., 2011
Atividade inibit6ria contra células tumorais de
pulméao (VA-13) ICso: 13,9 pM.
Inibic&o do crescimento células normais de
Planta inteira fibrzblasto de pulmé&o (WI-38) ao mesmo WU et al., 2006; WANG et
(MeOHY nivel. al.,, 2014; LIN et al., 2011;
Parte aérea Aumento da acumulacao de calceina em c16 GOVINDACHARI; KUMARL;
., PARTHO, 1998; CHEN LI,
(EtOH) células MDR 2780 a 25 pg/mL

Atividade antiangiogénica: Citotoxicidade
contra células endoteliais de veia umbilical
(HUVEC): ICs: 8,44 uM.

2007




207

Atividade de inibicao da formacgé&o do tubo
HUVEC: ICs: 6,24 uM, ndo causada por
citotoxicidade.

Planta inteira

Atividade inibitéria da indugéo da molécula de

C17

WU et al., 2006; WANG et

(MeOH) adeséo intercelular-1(ICAM-1). al., 2014
Planta inteira Atividade inibitéria da indugéo da molécula de
. C18 WU et al., 2006
(MeOH) adeséo intercelular-1(ICAM-1).
Planta inteira Aumento da acumulac&o de calceina em c19 WU et al., 2006; WANG et
(MeOH) células MDR 2780 a 25 pg/mL. al., 2014; CHEN LI, 2007
Planta inteira Aumento da acumulac&o de calceina em c20
(MeOH) células MDR 2780 a 25 pg/mL.
Atividade inibitéria contra células tumorais de
N pulmé&o (VA-13) ICso: 15,2 uM. WU et al., 2006
Planta inteira I . . .
(MeOH) In.lblgao do cresume{]to células normais de c21
fibroblasto de pulméo (WI-38) ao mesmo
nivel.
Planta inteira WU et al., 2006;
(MeOH) / Parte C22 GOVINDACHARI; KUMARI;
aérea (EtOH) PARTHO, 1998
P'a?:g:;’ e co24 LIN et al., 2011
Planta inteira Atividade minima de inibi¢cdo do crescimento G6 WU et al., 2005
(MeOH) de VA-13 ICs;: 38,9 pg/mL.
Planta inteira Gs WANG et al., 2012;
(EtOH) CHEN LI, 2007
Extratos cloroférmicos apresentaram
Planta inteira anwdgde d? supprefssao S|gn|f|c§t|ya contr.a a Go WANG et al., 2012
(EtOH) proliferagcéo de células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC).

G10 CHEN LI, 2007
Pla(nso'r:; ra Gl1 WANG et al., 2012
Planta inteira G12 WANG et al., 2012; WU et

(EtOH)/ (MeOH) al., 2005; CHEN LI, 2007

G18

G23 LI CHEN, 2007

G25

G26 LI CHEN, 2008
Planta inteira H3 WANG et al., 2012

(EtOH)
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H5

ZHU, 2011
H6
H7 FANG, 2011
Atividade antiangiogénica: Inibicdo da
Planta inteira proliferagdo de células endoteliais de veia WANG et al., 2012; WANG;
(EtOH) umbilical humana (HUVEC). H8 QU; LIANG, 2013; FANG,
Supressao acentuada da formag&o do tubo 2011
HUVEC.
Planta inteira H9
ZHU, 2011
(EtOH) H10
Planta inteira Atividade minima de inibicdo do crescimento
H11 WU et al., 2005
(MeOH) de VA-13 I1Cs: 40,5 pg/mL.
Planta inteira
H14 WANG et al., 2012
(EtOH)
Planta inteira H15 WANG; QU; LIANG, 2013
(EtOH) s '
Planta inteira H16 WANG et al., 2012; WANG;
(EtOH) QU; LIANG, 2013
Atividade antiangiogénica: Inibigdo da
roliferagé@o de células endoteliais de veia
Planta inteira P ¢ . FANG, 2011,
umbilical humana (HUVEC). H19
(EtOH) . N WANG et al., 2012
Supressao acentuada da formagéo do tubo
HUVEC.
N Atividade antiangiogénica: Inibicéo da
Planta inteira . ~ . . .
(EtOH) proliferagcéo de células endoteliais de veia H20 WANG et al., 2012
umbilical humana (HUVEC).
Planta inteira
H32 WANG; QU; LIANG, 2013
(EtOH) Q
H34 FANG, 2011
o Atividade antiangiogénica: Inibicao da
Planta inteira . = . . .
(EtOH) proliferagcdo de células endoteliais de veia H35 WANG et al., 2012
umbilical humana (HUVEC).
Planta inteira H36 WANG et al., 2012; FANG,
(EtOH) 2011
H37
Planta inteira H24
WANG; QU; LIANG, 2013
(EtOH) H25 Q
H26
Planta inteir
anta inteira K2 WANG et al., 2012

(EtOH)
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P. duclouxii C. DC.
(sindnimo de
Peperomia heyneana
Miq.)

Planta inteira

A3 Ll et al., 2007
(MeOH)
Planta inteira
A6 Ll etal., 2007
(MeOH)
Planta inteira
A9 Ll et al., 2007
(MeOH)
- A10
- Al4
- Al5
- A18
- D3
D4
Atividade inibitéria do crescimento celular
L contra células malignas de pulméo (VA-13) e
Planta inteira .
(MeOH) células de hepatoma (HepG2), ICs: 5,3 € 13,2 Ll et al., 2007
ug/mL respectivamente. Efeito mais potente D6
no acumulo de calceina em células MDR 2780
AD do que o verapamil (controle positivo) a 25
pg/mL.
D7
D8
D9
D15
E4
. . . .. —— E5
Planta inteira Utilizada tradicionalmente no tratamento de
L R E8 Ll et al., 2003
(MeOH) vérios tipos de cancer. o
E10
Planta intei Utilizada tradicionalment tratament — G17
anta inteira ilizada tradicionalmente para o tratamento
- . P A G21 ZHU; LI; WANG, 2008
(MeOH) de varios tipos de cancer
E11
Planta intei
anta inteira — E12 Ll et al., 2007
(MeOH)
E13
Planta intei E14
anta inteira Ll et al., 2003
(MeOH) - E15
E16
Planta inteira Atividade anti-inflamatéria utilizando o teste
E17 Ll etal., 2007a

(MeOH)

ICAM-1 (inducéo da molécula de adeséo
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intercelular-1), estimulada por IL-1a e TNF-a
I1Cso: 107 e 13,4 uM, respectivamente, e sem

citotoxicidade para células A549 (ICso > 316

uM).
Atividade anti-inflamatéria de moderada a
fraca: Efeitos inibitérios na indugéo de ICAM-1
em presenga de IL-1a (ICso: 36,8 pg/mL ) ou
TNF-a (ICso: 22,9 pg/mL ), pouca toxicidade
ou nula frente a células humanas A549

(carcinoma humano de pulmé&o) no teste MTT.

Planta inteira
(MeOH)

Atividade citotoxica contra células normais de
fibroblasto de pulméo (WI-38), células
malignas de pulm&o (VA-13), e células

tumorais de figado (HepG2) ICso: 9,6; 5,8
9,2 pg/mL, respectivamente.
Atividade inibitéria de moderada a fraca na
inducéo de ICAM-1 com ICsq: 36,8 pg/mL

(quando a inducéo de ICAM-1 foi estimulada

com IL-a) e 22,9 pg/mL (usando TNF-a).

H16

H18

H19

Atividade anti-inflamatéria de moderada a
fraca: Efeitos inibitérios na indug&o de ICAM-1
em presenga de IL-1a (ICso: 43,3 pg/mL) ou
TNF-a (ICso: 27,2 pg/mL ), pouca toxicidade
ou nula frente a células humanas A549
(carcinoma humano de pulméao) no teste MTT.

H20

Atividade citotoxica contra células normais de
fibroblasto de pulméo (WI-38), células
malignas de pulméo (VA-13), e células

tumorais de figado (HepG2) ICs: 8,6; 4,4 e
7,4 pg/mL, respectivamente.
Atividade anti-inflamato6ria de moderada a
fraca: Efeitos inibitérios na inducéo de ICAM-1
em presenga de IL-1a (ICso: 51,4 pg/mL ) ou
TNF-a (ICso: 33,5 pg/mL ), pouca toxicidade
ou nula frente a células humanas A549

(carcinoma humano de pulmé&o) no teste MTT.

H22

Atividade anti-inflamatdria de moderada a
fraca: Efeitos inibitérios na inducéo de ICAM-1
em presencga de IL-1a (ICsq: 65,2 pg/mL ) ou

H38

Ll et al., 2007b
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TNF-a (ICso: 48,8 pg/mL ), pouca toxicidade
ou nula frente a células humanas A549
(carcinoma humano de pulméo) no teste MTT.

P. emarginella (Sw.
Ex Wikstr.) C. DC.

11
12
13
K7
K8
Planta inteira K10
Ll etal., 2007a
(MeQH) K11
Planta inteira K12 Ll et al., 2007b
(MeOH) B
Planta inteira K13
Ll et al., 2007a
(MeOH) K14
Planta intei Kl
anta inteira
K17 Ll et al., 2007b
(MeOH)
K18
Planta inteira
L2 Ll et al., 2007a
(MeOH)
Planta inteira
L3 Ll et al., 2007b
(MeOH)
Planta inteira
L6 Ll et al., 2007a
(MeOH)
. Efeito mais potente no acumulo de calceina
Planta inteira . B
(MeOH) em células MDR 2780AD do que verapamil L7 Ll et al., 2007b
(controle positivo) a 2,5 e 25 pg/mL
Oleo essencial.
Compostos majoritarios:
Folhas P J DE ABREU et al., 2005

limoneno (29,0%) e
decanal (33,0%).

P. fernandopoioana
C. DC.

Planta inteira
(hexano extract)

Usado na medicina popular de Camar6es
para o tratamento de infec¢des bacterianas.
O extrato bruto em Metanol e dicloromentano
possui atividade antibacteriana.

FANKAM; KUIATE; KUETE,
2014; MBAH et al., 2012;
MBAH et al., 2012

P. galioides Kunth

Planta inteira

O extrato em éter de petréleo possui
atividade significativa in vitro contra trés
espécies de Leishmania (responséaveis pela
leishmaniasis) —mostrando lise total de
Leishmania chagasi a 10ug/mL, e em trés
cepas of Trypanosoma cruzi (causante da

E5
Mostra atividade significativa (% Lysis > 60%) 14
contra Trypanosoma cruzi.
Ativo contra trés espécies de Leishmania (L.
braziliensis, donovani e amazonensis), com 16
lise total das parasitas a 25 pg/mL.
17

MAHIOU et al., 1995;
MAHIOU et al., 1996
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doenca de Chagas).

Planta inteira

MAHIOU et al., 1996

Planta inteira
(EtOH)

O extrato etandlico possui atividade

cicatrizante in-vivo.

Usado na medicina tradicional como
compressa —feita da planta triturada sem as
raizes- e se aplica nas feridas ou cortes para

acelerar a cicatrizagao.

18
Atividade promissora contra formas
promatigotas de trés espécies de Leishmania
(L. braziliensis, donovani e amazonensis) a 25 19
pg/mL, com lise total das parasitas a 100
pg/mL.

J12

Atividade cicatrizante in vivo EDsg 155 pg/mL L4

VILLEGAS et al., 2001

Atividade antibacteriana moderada.

Oleo essencial.
Principais constituintes: 3-
cariofileno (13,1-16,0%),
a-humuleno (13,2- 17,3%)
e epi-a-bisabolol (15,1-

DE FEO et al., 2008;
ROBAYO-GAMA et al., 2010;
LEO LIRA, 2007

P. glabella (Sw.)
A.Dietr.

P. glabella var.
nervulosa (C. DC.)
Yunk.

21,3%)
Folhas (MeOH) Utilizada corpg antiasmatico na medicina Uo7 SOARES et al., 2006
tradicional Venezuelana.
Folhas Forte atividade anti-fungica contra
(CHCI:MeOH Cladosporium cladosporoides (1,0 ug) e C. C1 REIGADA, 2009
2:1) sphaerospermum (1,0 pg).
Planta inteira Na medicina popular venezuelana é usada Forte .atividade anti-fl'{ngica contra DELLEMONACHE;
(MeOH) como antiasmatico Cladosporium cladosporoides (1,0 ug) e C. Cc2 COMPAGNONE, 1996;
sphaerospermum (1,0 ug). REIGADA, 2009
Atividade anti-fungica contra Cladosporium
cladosporoides (5,0 pg) e C. sphaerospermum Cc4
(5,0 pg).
Atividade anti-fungica contra Cladosporium
cladosporoides (5,0 pg) e C. sphaerospermum C5
Folhas (5,0 pg).
(CHCI,:MeOH Atividade anti-fingica contra Cladosporium REIGADA, 2009
2:1) cladosporoides (25,0 pug) e C. H28
sphaerospermum (50,0 ug).
Atividade anti-fungica contra Cladosporium
cladosporoides (25,0 pug) e C. H29
sphaerospermum (50,0 ug).
H30

Atividade anti-fungica contra Cladosporium




cladosporoides (25,0 ug) e C.
sphaerospermum (50,0 ug).

Atividade anti-fingica contra Cladosporium
cladosporoides (25,0 pug) e C.
sphaerospermum (50,0 ug).

H31

P. heyneana Mig.
(Synonym
Peperomia duclouxii
C.DC.)

Planta inteira
(EtOH)

Utilizada tradicionalmente na China para
dissipar a estagnacéo do sangue e parar a
hemorragia.

Baixa atividade anti HIV-1 ECs,: 49,8 uM.

B9

B10

Moderada atividade anti HIV-1 ECsg: 5,3 pM.

C5

C7

C10

C12

Moderada atividade anti HIV-1 ECs: 5,4 uM.

C16

C17

Baixa atividade anti HIV-1 ECsy: 27,3 pM.

C18

Baixa atividade anti HIV-1 ECsq: 42,6 pM.

C19

C21

C22

C23

K14

L1

ZHANG et al., 2007

P. japonica Makino
(sindnimo de
Peperomia blanda
(Jacq.) Kunth.)

Planta inteira

Usada no tratamento de tumores malignos.

C5

C16

C19

CHEN et al., 1989

Parte aérea

O 6leo essencial e 0 extrato metanolico
mostraram uma alta atividade larvicida frente
a Artemia salina LCso: 9,0 £0,4 pg/mL.

Oleo essencial

DE LIRA et al., 2009

P. macrostachya L8
(Vahl) A. Dietr. Sementes L9
- L10 YOUNGSTEADT et al., 2008
(hexano)
L11
L12
Planta intei A21
. anta intetra MALQUICHAGUA
P. nitida Dahlst. (DCM: MeOH J2
SALAZAR, 2009
2:1) J5
Parte aérea D11 MOTA et al., 2011,
o (EtOH) MOTA et al., 2009
P. obtusifolia (L.)
. , O extrato bruto de folhas apresentou
A.Dietr. Parte aerea - . . L
atividade tripanocida significativa (ICso de 4,3 D12 MOTA et al., 2009

(EtOH)

pg/mL) ao ser comparado com o controle
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positivo, benznidazol (ICso: 2,7 pg/mL).

Parte aérea

(EtOH) D13 MOTA et al., 2011
Parte aérea G1 TANAKA; ASAI; INUMA,
(MeOH) 1998
Parte aérea G20 MOTA et al., 2011; MOTA et
(EtOH) G24 al., 2009
Parte aérea 16 TANAKA; ASAI; IINUMA,
(MeOH) Atividade tripanocida in vitrolCs:47,5 +4,0 uM. J13 1998; MOTA et al., 2009
Atividade tripanocida in vitro contra a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi. (mistura
racémica) I1Cso: 3,1 £ 0,2 uM.
Citotoxicidade inespecifica em células de
) mamiferos (indice de seletividade): 402,1 +3,0
Parte aérea N . B L. J14 MOTA et al., 2009; TANAKA;
(130,4) - Nao toxica ao nivel de sua atividade
(EtOH) / (MeOH) . _ . . ASAIl; INUMA, 1998
tripanocida, mas maior que a do benzinidazol
(controle positivo)-. Boa seletividade para
epimastigotos de T. cruzi quando comparado
com benznidazol.
J15
Parte aérea 117 TANAKA; ASAI; IINUMA,
(MeOH) 1998
Atividade tripanocida in vitro contra a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi, (mistura
racémica) I1Cso: 27,0 £0,8 pM.
Citotoxicida}de inespecifica em células de 319 BATISTA et al., 2010;
Folhas (Hexano) mamiferos (Indice de seletividade): 405,0 £ BATISTA et al., 2009;
5,0 (14,9) - Nao toxica ao nivel de sua MOTA et al., 2009
atividade tripanocida-, mas maior que a a do
benzinidazol (controle positivo).
J20
J21
Parte acrea )22 BATISTA et al., 2011
(EtOH) J23
J24
. Utilizada por comunidades de Centro J25
Parte aérea . . BATISTA et al., 2012;
America no tratamento de picaduras de
(EtOH) J26 BATISTA et al., 2011

insetos e serpentes e para limpeza da pele.

Parte aérea

Oleo essencial:
Componente majoritario a-
eudesmol 27,11%.

MOREIRA et al., 1999
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P. oreophila
Henschen

Folhas
(MeOH)

A23

A24

A25

D10

D13

15

J11

K5

K6

SALAZAR et al., 2012

Folhas

Oleo essencial:
Componente majoritario,
3-ishwarona 78,2%.

LAGO et al., 2007

P. pellucida (L.)
Kunth

Planta inteira
(MeOH)

MANALO, 1983

Parte aérea
(MeOH)

Usada como emoliente, diurético e no
controle de tosse e arritmia cardiaca na
regido Amazonica.

BAYMA et al., 2000 ;CHAN,
2014

Planta inteira
(MeOH)

Em Filipinas, a planta inteira é usada como
cataplasma guente para furiinculos e
abscessos. Na Africa ocidental tropical é
utilizado como ingrediente em infusdes
medicinais para o tratamento de convulsdes.

MANALO, 1983

Planta inteira
(EtOH)

Usada na medicina tradicional chinesa para o
tratamento de abscessos, furinculos, feridas
na pele, trauma e sangramento.

Tradicionalmente utilizada para tratar dor
abdominal, acne, cdlica, fatiga, gota, dor de
cabeca, disturbios renais, dores reuméticas e
para tratar cancer de mama, impoténcia,
sarampo, transtornos mentais e variola. Tem
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes
e analgésicas.

Al2
Atividade citotéxica no desenvolvimento A20
embrionario de blastocistos de rato
A21
Promove a proliferagéo de células de cancer
de mama MCF-7 com ECs, de 142 nM.
Atividade estrogénica: ECsp: 3,1 pM em B6
células CV-1 transfectadas com receptor de
estrogénio humano (ERa).
B9
B12
B13
Efeito inibidor do crescimento em trés tipos de
células cancerigenas, HL-60 (ICso: 1,8 + 0,8 ca
uM), MCF-7 (ICso: 3,9 + 0,2 uM) e HeLa (ICso:
11,1 + 0,4 uM).
C5
Efeito fraco na inibicdo do crescimento em
células cancerigenas HL-60 (ICs: 10,8 +1,1 c11
uM), um resultado semelhante ao controle
positivo, etoposide.
Efeito inibidor do crescimento em trés C13

OLOYEDE, 2010;
XU et al., 2006
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linhagens de células cancerigenas, HL-
60(ICso: 1,4 +0,2 pM), MCF-7 (ICso: 3,8 + 1,1
uM) e HelLa (I1Cso: 9,1 0,3 pM).

C16

C19

D1

El

Parte aérea
(MeOH)

F1

BAYMA et al., 2000

G3

G4

Gl14

G15

AQIL, 1993

Planta inteira
(EtOH)

G16

XU et al., 2006

Folhas (EtOH)

Atividade anti-bacteriana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas: 8-64
ug/mL
Atividade citotoxica contra larvas de Artemia
salina: LCso: 18,24 pg/mL.
Atividade antifingica fraca contra Aspergillus
flavus e Candida albicans.

A28

KHAN, 2010

Parte aérea

Atividade antifungica significativa contra
Fusarium moniliforme e Rhizopus stolonifer.

O dleo e o extrato metandlico apresentaram
alta atividade larvicida contra Artemia salina
LCso: 2,4 + 0,5 pg/mL.

Oleo essencial.
Componentes majoritarios
(MOREIRA et al., 1999): 5-

hidroxi-3,4-metilenodioxi
alilbenzeno 10,58%;

dillapiol 36,96%.

Componentes majoritarios
(DE LIRA et al., 2009):
Dillapiol (55,3%), (E)-
cariofileno (14,3%) e

carotol (8,1%)
Componentes principais
(FRANCOIS et al., 2013):
dillapiol (37,8%) e
miristicina (11,3%)

DE LIRA et al., 2009;
FRANCOIS et al., 2013;
MOREIRA et al., 1999

H3
Planta intei
P. proctori Yunck. antanteira Ha SEERAM et al., 2000
(hexano) H39
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P. rotundifolia (L.)
Kunth

O 6leo e o extrato metandlico mostraram
atividade larvicida alta contra Artemia LCso:
1,9+0,1 pg/mL.

Oleo essencial:
Componentes majoritarios
(DE LIRA et al., 2009):
decanal (43,3%); dihidro-
P3-santalol (9,0%), (E)-
nerolidol (7,9%) e
limoneno (7,7%).
Componentes majoritarios
(ZOGHBI et al., 2005):
limoneno (28,7 - 35,0%) e
decanal (22,8-44,4%)

ZOGHBI et al., 2005;
DE LIRA et al., 2009

P. rupestris Kunth
(sindnimo de
Peperomia
macrostachya (Vahl)
A. Dietr.)

Planta inteira

Oleo essencial:
Composto majoritario
germacreno D: 14,95%.

DOS SANTOS et al., 2001

P. scandens Ruiz &
Pav.

Parte aérea

Oleo essencial:
Dillapiol 8,43%, apiole
7,13%.

MOREIRA et al., 1999

P. serpens (Sw.)
Loudon

Folhas (CH,Cly)

G2

J1

J9

J11

KITAMURA et al., 2006

Planta inteira

Na medicina popular brasileira é usada para
tartar inflamacéo, dor e asma.

O extrato CH,Cl, das folhas apresentou
potencial fungicida significativo contra
Cladosporium cladosporioides e C.
shpaerospermum (5,0 pg). pelo teste de
bioautografia.

Efeito significativo antinociceptivo e
antiinflamatério.

Oleo essencial.
Componentes
majoritarios: (E)-Nerolidol
(38,0%), ledol (27,1%), o-
humuleno (11,5%), (E)-
cariofileno (4,0%) e a-
eudesmol (2,7%).

PINHEIRO et al., 2011

P. subspathulata
Yunck.

Folhas

Usado na medicina popular Colombiana para
tratar desordens estomacais.

Oleo essencial:
Componente majoritario:
safrol (49 %)

DEDIAZ; DIAZ; CARDOSO,
1988

Al CHENG; CHEN, 2008
All CHENG et al., 2003
P.sui T.T.Lin &S.Y. Ad
Lu Planta inteira A5 CHENG: CHEN, 2008
(sindbnimo de (MeOH)

Peperomia blanda A6 CHENG et al., 2003

(Jacq.) Kunth Al16 CHENG et al., 2003;
A22 (CHENG; CHEN, 2008

Atividade citotoxica significativa contra células C4 CHENG et al., 2003
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cancerigenas humanas HONE-1 e NUGC-3.
(5,1% de crescimento cellular a uma
concentragéo de 50 pM)

CHENG; CHEN, 2008;
CHENG et al., 2003

CHENG; CHEN, 2008

CHENG et al., 2003

CHENG; CHEN, 2008

CHENG et al., 2003;
CHENG; CHEN, 2008;
YANG et al., 2014

CHENG; CHEN, 2008;
CHENG et al., 2003

CHENG; CHEN, 2008

C5
C16
C19
D1
D2
E2
G6
G8
G12
Atividade citotdxica significativa contra células
cancerigenas humanas HONE-1 e NUGC-3. H3
(0,0% de crescimento celular a uma
concentragao de 50 uM). ICso: 8,08 pg/mL
Citotoxicidade significativa do extrato Atividade citotoxica significativa contra células
metandlico da planta inteira contra células cancerigenas humanas HONE-1 e NUGC-3. 1B
cancerigenas HONE-1 (89,27% de crescimento celular a uma
e NUGC-3 in vitro. concentragao de 50 uM)
O extrato etandlico da planta inteira mostrou H15
forte atividade anti viral contra o virus da H16
influenza H6N1 in vitro Atividade citotoxica significativa contra células
cancerigenas humanas HONE-1 e NUGC-3. H22
(31,38% de crescimento celular a uma
concentragdo de 50 pM)
H33
H40
H42
J27
K3
K4
K13
K14
L1
Atividade citotéxica significativa contra células
cancerigenas humanas HONE-1 e NUGC-3. L5

(0,0% de crescimento celular a uma
concentracdo de 50 uM). I1Csp: 10,3 pg/mL

CHENG et al., 2003
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A2 LI, 2011
P'a?éfc')':;’ e 23 Ll et al., 2007
A8 LI, 2011
Planta inteira Al19
(EtOH) A23 Ll et al., 2007
Planta inteira Atividade inibitéria moderada contra a célula
(EtOH) A5A49. A26 Ll etal., 2013
D5 LI, 2011
Planta inteira
F2 Ll et al., 2007
(EtOH)
P. tetraphylla (G. Planta inteira F3
Forst.) Hook. & Arn. LI; TONG; HUANG, 2012
(EtOH) F4
G5
LI, 2011
G7
Planta inteira K1 LI; TONG; HUANG, 2012;
(EtOH) LI, 2011
Citotoxicidade: Significativa atividade inibitéria K9
Usada na medicina tradicional chinesa para o contra células HepG2 ICso: 9,4 1,0 M.
Planta inteira . tratamentp de.toss'e, :ilsrna, bferlberl, K12 Li: TONG: HUANG, 2012
(EtOH) disenteria, diarreia e insbnia. Além de ser K15
usado como antitumoral em algumas regides. K16
K19
Moderada atividade anti-fingica contra
Cladosporium cladosporoides (10,0 pg) e C. H1
sphaerospermum (25,0 ug).
Atividade anti-fungica contra Cladosporium
cladosporoides (1,0 pg) e C. sphaerospermum H2
(10,0 pg).
N Moderada atividade anti-fingica contra
. . Planta inteira ) .
P. trineura Miq. (CHCly) Cladosporium cladosporoides (5,0 pg) e C. H13 FERREIRA, 2009
sphaerospermum (25,0 pg).
Baixa atividade anti-fingica contra
Cladosporium cladosporoides (100,0 ug) e C. H21
sphaerospermum (100,0 ug).
Baixa atividade anti-fingica contra
Cladosporium cladosporoides (100,0 ug) e C. H23
sphaerospermum (100,0 ug).
P. urocarpa Fisch. & Folhas 14 MALQUICHAGUA
C.A.Mey. (DCM:MeOH 17 SALAZAR, 2009
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2:1)
Al17
J1
J2
J3
J4
J5
Parte aérea Atividade antifingica medida por
P. villipetiola C. DC. (DCM: MeOH bioautografia: Moderadamente ativo contra C. 6 SALAZAR et al., 2005
2:1) sphaerospermun at 25 pg e fortemente activo
contra C. cladosporoides a 100 pg.
Atividade antifingica medida por
bioautografia: Moderadamente ativo contra C.
cladosporoides e C. sphaerospermum a 1 ug, J10
e fortemente ativo contra C. sphaerospermum
a5 ug.
N Usada na medicina popular de Camardes D1
Planta inteira . ~ .
para tratar infecgdes bacterianas, e contra a MBAH et al., 2002
(hexano) . D14
esterilidade.
Usada na medicina popular de Camares
para tratar infecgdes bacterianas. 6 MBAH et al., 2002;
atividade antibacteriana de extratos bruto em MBAH et al., 2012
) metanol e diclorometano.
P. vulcamca-Baker & E7 MBAH et al., 2002
C.H. Wright G13 MBAH et al., 2012
H41l
MBAH et al., 2002
H43
Oleo essencial:
Folhas Compostos majoritarios: a-

terpineno (18,3%) e B-
pineno (14,0%)

FRANCOIS et al., 2013
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ANEXO 4: Arvores filogenéticas.
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aE511

e Houttuynia cordata GI 238696003
= Anemopsis californica GI 29126581
= Piper malacophyfium
100 = P. serpens
58 987 —E Peperomia urocarpa
90800 |  — Peperomia incana
= Peperomia nitida
99 992 = Peperomia transparens
8 591 _E Peperomia arifolia
w Peperomia sandersii
s o - Peperomia hilanana

20.875

87.843

99.995

os 148 Peperomia glabela var nervulosa
100 A 3
Peperom/a Sincorana

100
—— Peperomia tetraphylla

98.76

62.668

665120

100
Peperomia oreophilla
100
— Peparomia subrubrispica
100
—— Peperomia rhombea

100 ;
I Peperomia Irineura

= Peperomia sp (K 1064)

100 . A
— Peperomia megapotamica
o

99,961 E Peperomia pseudoestrellensis
100
: Peperomia corcovadensis

100
a9 990 Peperomia glabeila
_‘ 100 ;
Peperomia alata

100

Peperomia galioides
= Peperomia blanda
= Peperomia pellucida
= Peperomia rotundifolia
100

P. obtusifolia

100

Peperomia hispidula

4.1 Arvore mais parcimoniosa de espécies de Peperomia com dados ITS.

Valores de bootstrap nos ramos. Analise por maxima parcimonia utilizando o

programa PAUP. Busca heuristica; repeticdbes de bootstrap: 100000; longitude da
arvore: 1282; indice de consisténcia (Cl): 0.5181; indice de homoplasia (HI): 0.4819;

indice de

retencdo (RI):

0.6823; algoritmo Branch-swapping:

tree—bisection-

reconnection (TBR); niumero de caracteres informativos: 304; 601 caracteres sao

constantes. Grupo externo: Hottuynia cordata, Anemopsis californica e Piper

malacophyllum.
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Houttuynia cordata GI 238696003
Anemopsis californica Gl 29126581
Piper malacophyllum
P. serpens
Peperomia urocarpa
Peperomia incana
r Peperomia nitida
Peperomia pellucida
Peperomia hilariana
Peperomia glabella var nervulosa
Peperomia sincorana
= Peperomia blanda
— Peperomia rotundifolia
{ Peperomia glabella
Peperomia alata
—— Peperomia galioides
Peperomia obtusifolia
_[: Peperomia transparens
Peperomia arifolia
—— Peperomia sandersii
L) __C Peperomia tetraphylla
Peperomia subrubrispica
—— Peperomia oreophilla Hensch
Peperomia rhombea
Peperomia trineura
— Peperomia megapotamica
Peperomia sp K 1064
[: Peperomia pseudoestrellensis
Peperomia corcovadensis

Peperomia hispidula

4.2 Inferéncia Bayesiana obtida com dados da regido ITS para espécies de
Peperomia.

Arvore consenso obtida apds 40000 geracdes no programa MrBayes. Modelo
evolutivo: (GTR+I+G) selecionado por  MrModeltest 2.3 baseado em hLRT
(hierarchical likelihood ratio test).



231

100

Houttuynia cordata

Anemopsis californica

100 A
100 — Piper aduncum

i Piper nigrum
00
m": Peperomia alata
00
£9.781 ) Peperomia glabella
100 )
Peperomia galioides

100 -
) ﬂE Peperomia blanda
100 N
94 831 Peperomia sincorana
100
Peperomia glabella nervulosa
wore | | saree | % palme g
l Peperomia hilariana
100 N . .
Peperomia rotundifolia
’oo . . .
Peperomia obtusifolia
100 N
76023 Peperomia incana
o _{ 100 L g3
1 99.900 Peperomia nitida
100 3
92,334 ﬂ[ Peperomia serpens
100 2
Peperomia urocarpa

100 fﬂ Peperomia arifolia

904a7e

99.843

= Peperomia transparens

Peperomia pellucida

Peperomia sandersii
99 869

100 . )
100 (— Peperomia corcovadensis

= Peperomia pseudoestreliensis

00
! Peperomia oreophila

40 965 : s
Peperomia subrubrispica

1

8
g
g

00
Peperomia tetraphyila
100 o
295 Peperomia megapotamica
100
94,508 Peperomia rhombea

£9.985

)

70.899 Peperomia sp
1

A

00 5 2enss
Peperomia trineura

100

Peperomia hispidula

4.3 Arvore mais parcimoniosa obtida com dados do gene matK de espécies de
Peperomia.
Valores de bootstrap nos ramos. Analise por maxima parcimonia utlizando o

programa PAUP. Busca heuristica; repeticdes de bootstrap: 100000; longitude da
arvore: 1468; indice de consisténcia (Cl): 0.88147; indice de homoplasia (HI): 0.1853;
indice de retengdo (RI): 0.8420; algoritmo Branch-swapping: tree—bisection-
reconnection (TBR); numero de caracteres informativos: 614; 2029 caracteres sao
constantes. Grupo externo: Houttuynia cordata, Anemopsis californica e Piper nigrum e
Piper aduncum.
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Houttuynia cordata
Anemopsis californica
— Piper aduncum
— Piper nigrum

_[_—_ Peperomia alata
Peperomia glabella

—— Peperomia galioides
Peperomia blanda
Peperomia sincorana
Peperomia glabella nervulosa
Peperomia hilariana
Peperomia rotundifolia

—_ X Peperomia obtusifolia

Peperomia incana

— Peperomia nitida

] Peperomia serpens

Peperomia urocarpa

— Peperomia arifolia

\— Peperomia transparens

Peperomia pellucida

Peperomia sandersii

— [: Peperomia corcovadensis

Peperomia pseudoestrellensis

Peperomia oreophila

Peperomia subrubrispica

Peperomia tetraphylla

Peperomia megapotamica

Peperomia rhombea

Peperomia sp

Peperomia trineura

Peperomia hispidula

4.4 Arvore de inferéncia Bayesiana obtida com dados do gene matK de
espécies de Peperomia.

Arvore consenso obtida apds 40000 geracdes. Modelo evolutivo: (GTR+I+G)
selecionado por MrModeltest 2.3 baseado em hLRT (hierarchical likelihood ratio test).
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100 — Houttuynia cordata

— Anemopsis californica
100 — Piper aduncum

— Piper nigrum
— Peperomia alata
Peperomia galioides
— Peperomia glabella nervulosa
— Peperomia blanda
— Peperomia glabella
98| ‘“—— Peperomia hilariana
— Peperomia rotundifolia
— Peperomia sincorana
Peperomia obtusifolia

{ Peperomia incana
Peperomia nitida

_[—_— Peperomia serpens
Peperomia urocarpa

100 — Peperomia arifolia

o7 \— Peperomia transparens
Peperomia pellucida
Peperomia sandersii

100  — Peperomia corcovadensis

56

99
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76 100

93

100

\— Peperomia pseudoestrellensis
100 i Peperomia oreophila
Peperomia subrubrispica
[ 100] 100 Peperomia tetraphylla

—C Peperomia megapotamica
Peperomia rhombea

i[ Peperomia sp
Peperomia trineura

Peperomia hispidula

99

4.5 Arvore Maxima verossimilhanca (ML) com dados de ITS e matK de
espécies de Peperomia.

Modelo evolutivo:(GTR+I1+G) selecionado pelo programa MrModeltest 2.3 baseado em
hLRT (hierarchical likelihood ratio test). Réplicas de bootstrap:100, busca heuristca.
Os valores de bootstrapse encontram acima dos ramos.
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E. coli fabH M77744
Aniba parviflora macaca 1
Virola oleifera 2
Aniba parviflora macaca2
Piper malacophyllum
Peperomia nitida
Alpinia galanga CHS HM161833
Zingiber officinale CHS DQ851166
Alpinia zerumbet CHS HM161836
Curcuma longa CHS JNO17186
Ipomoea cordatotriloba HQ142011
Grevillea robusta CHS DQ366584
Aniba rosaeodora FLONA
- Aniba rosaeodora RESEX
Persea americana CHS AD001672
[: Liriodendron tulipifera CHS EU190450
Virola sebifera
Peperomia alata
Peperomia galioides
Peperomia rotundifolia
Peperomia serpens
Virola oleifera 1

C Peperomia arifolia

Peperomia trineura

Peperomia pellucida

Peperomia corcovadensis
,_E Peperomia pseudoestrellensis

Peperomia megapotamica

— Peperomia oreophilla
— Peperomia tetraphylla

4.6 Arvore de Inferéncia Bayesiana do gene CHS em Peperomia.

Arvore consenso obtida apds 200000 geracdes obtida com o programa MrBayes,
modelo evolutivo GTR+G selecionado pelo programa MrModeltest 2.3 baseado em
hLRT (hierarchical likelihood ratio test).



ANEXO 5. Espectros de RMN de 'H (CDCIls) dos extratos de Peperomia

~35000

30000

25000

20000

15000

10000

~5000

5.1 P. alata
35000
~30000
25000
20000
15000
10000
-0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.14 4.10 4.06 4.02 3.98 3.94
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T
19 18 17 16 15 14 13 12 11 9 8

10
f1 (ppm)

235



5.2 P. arifolia
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5.3 P. blanda
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5.4 P. corcovadensis
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5.5 P. galioides
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5.6 P. glabella
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5.7 P. glabella var. nervulosa
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5.8 P. hilariana
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5.9 P. hispidula
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5.10 P. incana
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5.11 P. megapotamica
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5.12 P. nitida
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5.13 P. obtusifolia
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5.14 P. oreophila

~36000

;34000

;32000

- 10000 ;3oooo

;zsooo

26000

- 24000
- 5000 I

22000

~20000

L__JLMﬂMQ 18000
_0 [

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T — 16000
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 i
f1 (ppm)

14000
12000

10000

~8000

~6000

4000

~2000




249

5.15 P. pellucida
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5.16 P. pseudoestrellensis
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5.17 P. rhombea
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5.18 P. rotundifolia
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5.19 P. sandersii
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5.20 P. serpens
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5.22 P. sp. (K-1064)
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5.23 P. subrubrispica
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5.24 P. tetraphylla
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5.25 P. transperens
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5.26 P. trineura

45000
-8000 i
-7000
I - 40000
- 6000
-5000
| 4000 35000
-3000 i
2000 30000
-1000 i
-0
T T T T T T T T T T T T T T 25000
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm) I
20000
15000
10000
- 5000
A R ) e kJ LEo




261

5.27 P. urocarpa
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