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RESUMO

PADILLA GONZALEZ, G. F. Impressdo digital metabdlica do género Espeletia
(Asteraceae) e sua correlagdo com dados filogenéticos e biogeogréficos. 2014.
104f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdao Preto, 2014.

O género Espeletia Mutis ex Bonpl (Asteraceae, Millerieae, Espeletiinae) constitui
um exemplo classico de um taxon sujeito a rpidos processos adaptativos
evolutivos. Com ca. 71 espécies, este género se diversificou em elevadas altitudes
num ecossistema emergente formado apds o retraimento dos glaciares no final do
Plioceno e inicio do Pleistoceno, os paramos, um tipo de ecossistema que
biogeograficamente funciona como um complexo de “ilhas” presentes principalmente
no noroeste dos Andes tropicais da Venezuela, Colémbia e Equador. Devido a sua
complexa histéria evolutiva e morfologia caracteristica, este género tem sido foco de
muitas pesquisas envolvendo sua biologia, ecologia, taxonomia e filogenia. No
entanto, do ponto de vista fitoquimico, tem sido pouco estudado e € desconhecida a
influéncia da geografia na quimica do metabolismo secundario destas espécies.
Neste estudo, a impressao digital metabodlica de 120 amostras do género Espeletia
foi obtida por UHPLC-UV-MS e submetida a andlises quimiométricas. A correlacéo
com dados geograficos revelou uma forte influéncia da biogeografia no metabolismo
secundario das espécies deste género, apresentando uma impressdo digital
caracteristica de acordo com seu pais de origem numa escala global e de acordo
com complexo de paramos de origem numa escala regional, o qual concorda com a
filogenia atual da subtribo baseada nos marcadores ITS, ETS, rpl116 e AFLPs. A
analise por OPLS-DA e a desreplicacdo de extratos permitiu identificar as principais
substancias correlacionadas com a origem geogréfica das espécies, mesmo como
permitir a construcdo de modelos de predicdo da origem geografica de novos
extratos baseados nos seus perfis quimicos. Além disso, uma analise filogenética
efetuada com dados metabolémicos revelou, embora com pouco suporte, uma
correlacdo geografica em que as espécies da Venezuela correspondem ao clado
ancestral do género. Adicionalmente, a quimica do metabolismo secundéario da
subtribo Espeletiinae foi revisada e um bando de dados, o ChemEsp (Chemistry of
Espeletiinae), foi construido incluindo todos os metabdlitos descritos na literatura,
mesmo como outras informacgfes quimicas, botanicas e geograficas. Finalmente, a
desreplicacdo de extratos permitiu a identificacdo de varias substancias nao
descritas previamente no género Espeletia e/ou na subtribo Espeletiinae, incluindo
uma grande variedade de flavonoides e acidos cafeoilquinicos, junto com outros
metabdlitos j& descritos no género por métodos fitoquimicos classicos. Os resultados
obtidos, além de contribuirem para a geracdo de conhecimento sobre a quimica do
metabolismo secundario do género Espeletia, revelaram informagbes sobre as
relacdes filogenéticas e biogeograficas do género baseadas em marcadores
quimicos, empregando-se modernas metodologias analiticas e computacionais.

Palavras chave: Asteraceae; Biogeografia; Espeletiinae; Metabolémica,
Quimiotaxonomia



1 INTRODUCAO

No final da era do Plioceno e inicio do Pleistoceno, entre dois e quatro
milhdes de anos atras, um novo ecossistema emergiu apdés o retraimento dos
glaciares na regido norte dos Andes tropicais na América do Sul: o paramo
(HOOGHIEMSTRA; RAN, 1994; HOOGHIEMSTRA; VAN DER HAMMEN, 2004).
Este ecossistema, presente em alturas de 3.500 a 4.800 m acima do nivel do mar,
cobre as areas altas da cordilheira dos Andes formando uma faixa descontinua
desde a cordilheira de Talamanca em Panamé e Costa Rica, passando por
Colémbia, Venezuela e Equador até a depressédo de Huancabamba no norte do Peru
(BUYTAERT et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Extensdo aproximada dos paramos (em preto) na cordilheira dos Andes
(fonte: BUYTAERT et al., 2006).

O paramo (Figura 2A-B) é caracterizado por suas condicfes climaticas
extremas como altos niveis de radiacdo ultravioleta (UV), solos pobres, muito
drenados e com pH acido, além de sazonalidade diaria chegando a temperaturas

inferiores a 0 °C a noite (em alturas superiores aos 4000 m) e superiores a 15 °C no



dia, enquanto a temperatura média anual ndo apresenta variacdo (MONASTERIO;
SARMIENTO, 1991; MORALES et al.,, 2007). Estas caracteristicas somadas aos
eventos sucessivos de glaciacdes e inter-glaciacbes que deram origem a este
ecossistema, geraram uma alta biodiversidade, sendo considerado o ecossistema de
alta montanha de maior diversidade floristica e rigueza de espécies endémicas do
mundo (SMITH; CLEEF, 1988; LUTEYN, 1999; RANGEL-CH, 2000).

Estando isolado por profundos vales andinos ou densos bosques altoandinos,
0 paramo € um tipo de ecossistema que biogeograficamente funciona como “ilha” ja
que, analogo as ilhas oceanicas, apresenta um alto grau de endemismo em que
muitas espécies estao restritas a determinado local (MORALES et al., 2007), com
pouca ou nenhuma comunicacdo entre espécies presentes em diferentes macicos
de paramos. O isolamento geografico e a origem recente deste ecossistema o
levaram a ser considerado um sistema ideal para compreender relacdes evolutivas
complexas e mecanismos de especiacdo em plantas (HOOGHIEMSTRA; VAN DER
HAMMEN, 2004; CUATRECASAS, 2013).

Dentro dos principais grupos vegetais caracteristicos dos paramos estao 0s
Frailejones (Figura 2C-G), um grupo de espécies pertencentes a familia Asteraceae,
tribo Millerieae, subtribo Espeletiinae. Esta subtribo, com ca. 143 espécies
agrupadas em oito géneros (Espeletia, Espeletiopsis, Coespeletia, Ruilopezia,
Libanothamnus, Carramboa, Tamania e Paramiflos) (CUATRECASAS, 1976), tem
sido considerada um exemplo classico para estudar radiacdes adaptativas rapidas,
sendo o0 género Espeletia Mutis ex Bonpl o principal modelo por se tratar do maior e
mais diverso género (ca. 71 spp) da subtribo (CUATRECASAS, 1976, 2013).

Devido a grande diversidade morfolégica deste grupo e sua rapida evolucao
adaptativa, existe grande interesse no estudo da sua biologia, ecologia, sistematica
e taxonomia. Portanto, inUmeros estudos tém sido realizados desde a primeira
descricdo de uma espécie de Espeletia em 1792 até a atualidade, com o intuito de
estabelecer relacdes taxondmicas, esclarecer sua historia evolutiva e determinar a
influéncia da geografia na diversificacdo deste grupo (DIAZGRANADOS, 2012;
CUATRECASAS, 2013). Por exemplo, um dos primeiros estudos detalhados da
subtribo Espeletinae (CUATRECASAS, 1933) reportou que diferentes areas

geograficas apresentam diferentes espécies, concluindo, posteriormente, que devido



a geografia Andina € possivel que o padrdo que distribuicdo destas espécies reflita a
evolugdo do grupo (CUATRECASAS, 2013). Esta hipdtese foi confirmada
recentemente com a filogenia da subtribo baseada em diversos marcadores
moleculares (DIAZGRANADOS, 2012). No entanto, embora muito estudadas do
ponto de vista de sua biologia e ecologia, quimicamente tém sido pouco estudadas e
ainda é desconhecida a influéncia da biogeografia na quimica do seu metabolismo

secundario ou se a composi¢cao quimica destas espécies reflete suas relacdes de

parentesco evolutivo.

Figura 2. Ecossistema de paramo (A, B) e espécies do género Espeletia (C-G).

A quimica do metabolismo secundario do género Espeletia é caracterizada
pela presenca de metabdlitos da classe dos terpenoides, especialmente diterpenos
de tipo caurano, dos quais se destacam os &cidos ent-caurendico, grandiflorénico,
grandiflorélico e seus derivados, além de alguns mono e sesquiterpenos (PIOZZI et
al., 1971; USUBILLAGA et al., 1973; MORALES et al., 1973; BOHLMANN; SUDING;
CUATRECASAS; KING; et al., 1980; TORRENEGRA et al.,, 1994), sendo que
estudos fitoquimicos empregando métodos classicos resultaram na identificacdo de
alguns dos metabdlitos presentes em apenas 15 espécies: E. argentea, E.
barclayana, E. batata, E. grandiflora, E. hartwegiana, E. Kkillipii, E. nana, E.
pycnophylla, E. schultzii, E. semiglobulata, E. tenorae, E. tunjana, E. uribei, E.
weddellii, e E. x aurantia (USUBILLAGA; MORALES, 1970; PIOZZI et al., 1972;
PROANO et al., 1972; BOHLMANN; SUDING; CUATRECASAS; KING,; et al., 1980;



TORRENEGRA; TELLEZ, 1995; TELLEZ et al., 1998; USUBILLAGA et al., 2003;
JANSEN et al., 2007; IBANEZ; USUBILLAGA, 2008; PENA et al., 2012), das 71 que

compdem o género.

O uso de marcadores quimicos constitui uma abordagem interessante que
pode auxiliar na compreensdo da taxonomia deste género, considerando que
estudos prévios relataram a presenca de duas lactonas sesquiterpénicas de tipo
melampolido (polimatina B e acetato de longipilina), o qual levou a questionar o
status da subtribo Espeletiinae e propor uma possivel circunscricdo com a entédo
subtribo Melampodiinae (TORRENEGRA; TELLEZ, 1995). Além disso, estudos
desenvolvidos por Alvarenga et al. (2005) destacaram o valor quimiossistematico

dos diterpenos do tipo caurano presentes no género Espeletia.

A fitoquimica classica, apesar de ser muito utilizada em correlacdes com a
biogeografia e taxonomia de um determinado grupo de espécies, apresenta
desvantagens, tais como a dificuldade na identificacdo de metabdlitos presentes em
baixas concentracdes, a alta quantidade de material vegetal requerida e o elevado
tempo e esforgo necesséarios no processo de isolamento e elucidacdo estrutural,
dificultando assim a andlise de um elevado nimero de espécies. Sao necessarios,
portanto, estudos sistematicos empregando metodologias mais sensiveis que
requeiram pequenas quantidades de material vegetal, permitam identificar um maior
namero de substancias de uma forma rapida e padronizada, além de estudar varias
dezenas de espécies a0 mesmo tempo. Isto pode ser atingido mediante uma
abordagem metabolémica, a qual é definida como o estudo e caracterizacdo do
conjunto de metabdlitos presentes em determinado complexo biologico. A
metabolémica apresenta trés diferentes abordagens, a analise de “metabdlitos alvo”,
que se refere a “deteccao e quantificagéo precisa de um conjunto Unico ou pequeno
de substancias alvo”; a analise do “perfil metabdlico”, que permite a identificacdo e
quantificacdo de um grupo de metabdlitos associados a vias especificas ou
pertencentes a determinada classe, e a “impressao digital metabdlica ou fingerprint
metabolico”, que é usada na comparacdo de metabolébmas completos sem a
necessidade da identificacdo das substancias (FIEHN, 2002; KRASTANOV, 2010).
Esta Ultima abordagem, se aliada a estatistica multivariada, pode ser empregada
para fazer correlacbes entre a composicdo quimica e a origem geografica ou

proximidade taxondmica, pois possibilita estabelecer relacbes de parentesco entre



as espécies avaliadas de acordo com a similaridade das suas impressoes digitais

metabdlicas.

Devido a importancia de se realizar analises fitoquimicas mais detalhadas,
que permitam fazer correlacbes mais precisas, bem como investigar a quimica do
metabolismo secundario de um maior nimero de espécies de Espeletia, neste
projeto foi proposto estudar o metaboloma de 120 amostras vegetais do género
Espeletia (61 espécies, nove hibridos, cinco variedades, uma forma e 44 duplicatas),
por Ultra High Performance Liquid Chromatography — Ultraviolet Spectroscopy —
Mass Spectrometry (UHPLC-UV-MS) com analisador do tipo FT-Orbitrap em
combinacdo com ferramentas de quimioinformatica, estatistica multivariada e
meétodos in silico de andlise. Além de realizar uma abordagem moderna para
detectar as impressfes digitais metabdlicas das espécies avaliadas, foi proposto
ainda correlacionar os dados quimicos obtidos com dados biogeograficos,

taxondmicos e filogenéticos de Espeletia.
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2 CONCLUSOES

Neste trabalho, além de se apresentar a primeira revisdo da quimica do
metabolismo secundario da subtribo Espeletiinae (Asteraceae, Millerieae) e criar um
banco de dados especifico para este grupo (ChemEsp), apresenta-se o primeiro
estudo metabolémico do género Espeletia, sendo estudadas um total de 61
espécies, nove hibridos, cinco variedades e uma forma (sem considerar réplicas),
totalizando 76 taxons, dos quais 65 foram estudados pela primeira vez. A
metodologia empregada permitiu desreplicar dezenas de substancias nas espécies
analisadas, muitas das quais, de valor quimiotaxondmico, nao haviam sido
reportadas previamente na subtribo Espeletiinae. Além disso, revelou-se uma forte
influéncia da origem geografica na composicdo quimica das espécies, onde as
amostras se agruparam de acordo com seu pais de origem numa escala global e de
acordo com o maci¢o de paramos onde foram coletadas numa escala regional. Uma
andlise filogenética efetuada com dados metabolémicos revelou, embora com pouco
suporte, dois principais clados correspondentes ao pais de origem das espécies, em
gue as espécies da Venezuela correspondem ao clado ancestral do género. Este
resultado concorda com a filogenia atual da subtribo Espeletinae baseada em
diversos marcadores moleculares. Estudos de correlagdo in silico permitiram né&o
apenas identificar as substancias responsaveis pelo agrupamento das espécies de
acordo com sua origem geografica, mas também a criacdo de modelos capazes de
predizer a origem geogréfica de novos extratos ainda ndo investigados. Isto pode ser
de grande utilidade para o esclarecimento de relacfes taxondmicas e filogenéticas
em Espeletia, considerando o alto grau de endemismo das espécies deste género.
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