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RESUMO

Amaral, J. H. Variac6es diarias, sazonais e intraespecificas em Piper
solmsianum. 2008. 150p. Dissertacdo - Programa de Pds-graduacdao em Quimica
Organica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Os extratos de média polaridade de sete individuos de Piper solmsianum coletados
em diferentes localidades foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para se verificar diferencas quantitativas na concentragao relativa de apiol,
dilapiol, miristicina, grandisina, elemicina, isoelemicina e lignana tetraidrofuranica rel-
(7R, 8R, 7'R, 8'R)-3,4,3',4'-dimetilenodioxi-5,5'-dimetoxi-7,7'-epoxilignana. Todos os
perfis cromatograficos consistiam de apenas dois, trés ou quatro picos majoritarios.
O(s) composto(s) majoritario(s) era(m) distinto(s) de planta para planta, e em um dos
espécimes o pico predominante ndo era nenhum dos sete metabdlitos secundarios
avaliados. Estudaram-se as variacdes didrias e anuais em trés espécimes de uma
populacdo selvagem de P. solmsianum localizada na Reserva da CUASO, em Séo
Paulo. A grandisina apresentou teores maximos no inicio da noite e teores minimos
no inicio da manha. Apiol/dilapiol apresentou variacao circadianas evidentes apenas
em dois individuos, sendo que em um deles o teor maximo ocorreu por volta das oito
horas da noite, € no outro, o teor maximo ocorreu por volta das cinco horas da
manha. A variagdo sazonal mostrou pequena amplitude de oscilacdo. Em dois
espécimes 0 maximo teor de apiol/dilapiol e grandisina ocorreu no verao. No terceiro

espécime nao se observou variacédo periédica anual.

Palavras-chave: Piper solsianum, variacao intraespecifica, variacdo sazonal,

variacao diaria.



ABSTRACT

Amaral, J. H. Diurnal, seasonal and intraspecific changes in Piper solmsianum.
2008. 150p. Masters - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The crude extracts of seven individuals of Piper solmsianum collected in different
places were analyzed by high efficiency liquid chromatography (HPLC) in order to
determine changes in the relative content of apiol, dillapiol, myristicin, grandisin,
elemicin, isoelemicin, and tetrahydrofuran lignan rel-(7R,8R,7R,8R)-3,4,3',4'-
dimethylenedioxy-5,5"-dimethoxy-7,7"-epoxylignan.  All chromatographic profiles
consisted of two, three or four major peaks with significant qualitative and quantitative
differences. Major components were different from plant to plant and in one specimen
an component different from the seven metabolites observed in most cases. The leaf
extracts from three wild specimens of P. solmsianum collected at CUASO Reserve,
showed annual and diurnal variations in apiol/dillapiol and grandisin relative
concentrations. Three plants presented circadian variation with maximum content of
grandisin late afternoon, and minimum content in the dawn. Apiol/dillapiol displayed
clear circadian variation in two individuals, but without synchrony between phases.
The maximum content was observed and in a second specimen around 8 p.m., and
in the another specimen, the maximum content occur was observed at 5 a.m. The
seasonal variation showed small amplitude of oscillation and in two individuals the

maxima contents of apiol/dillapiol and grandisin were observed in summer.

Key-words: Piper solmsianum, intraspecific variation, seasonal variation, circadian
variation
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1.1. Metabolitos secundarios

1.1.1. Definicao.

Em 1891, seguindo o trabalho de Stahl em bioquimica vegetal, Késsel sugeriu
uma distincdo entre metabdlitos basicos (primarios) e metabdlitos secundarios. Os
metabdlitos primarios, como lipideos, protideos e glicideos, de ocorréncia universal
em todos os seres vivos, estdo envolvidos na respiracao, assimilacao de nutrientes,
crescimento e desenvolvimento. Os metabdlitos secundarios, ainda segundo Késsel,
estdo presentes em células especializadas e ndo seriam essenciais para a
sobrevivéncia das células (Kliebenstein, 2004).

Comparados com a grande abundancia dos metabdlitos primarios nas
plantas, os secundarios perfazem apenas 1% ou menos do total de carbono, mas a
sua diversidade estrutural entre todas as espécies vegetais é enorme. Ja foram
elucidadas mais de 50.000 estruturas diferentes, e a cada ano mais algumas

centenas sao determinadas (Pichersky e Gang, 2000).

1.1.2. Funcoes

A grande variedade de metabdlitos secundarios teria paralelo na diversidade
de fung¢des? Adjetivos como resto ou excremento metabdlico ja foram utilizados para
descrevé-los. Na década de 1970, duas escolas de pensamento comecaram a se
delinear. Uma delas acreditava que havia uma funcédo ecoldgica critica, e a outra
corrente acreditava que nao possuiam significado fisiolégico especial. Kurt Mothes,
bioquimico de plantas alem&o, defendendo a segunda vertente, afirmou que “muitas

pessoas aparentemente ndo conseguem viver sem a idéia de que tudo na Natureza
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tem uma razdo de ser” (Kutchan, 2001).

Mas, a partir do trabalho pioneiro de Miriam Rothschild e Jeffrey Harborne da
Universidade de Reading, e de Tom Eisner e Jerrold Meinwald da Universidade de
Cornell estabeleceu-se um novo campo de estudo, a ecologia quimica (Kutchan,
2001). As sutis relacbes ecoldgicas planta-animal, planta-inseto, planta-bactéria e
planta-planta passaram a ser melhor compreendidas através da lente das mediag¢des
quimicas feitas essencialmente pelos metabdlitos secundarios (Harborne, 1993).

O paradigma atual ja vé a existéncia desses compostos sob o ponto de vista
evolutivo, sendo eles caracteristicas adaptativas que foram selecionadas durante a
evolucao e essenciais em algumas funcdes vegetais. Sem eles as plantas perderiam
muito de sua capacidade adaptativa ao ambiente. Portanto, segundo essa
concepcao, essa classe de compostos ja ndo pode ser concebida como secundaria
diante das importantes fun¢des desempenhadas (Wink, 2003).

Nas ultimas décadas tém crescido as evidéncias experimentais que ajudam a
elucidar as funcdes dos metabdlitos secundarios. Steppuhn e seu grupo (2004)
mostraram através de estudos com Nicotiana attenuata transgénica e que nao
sintetizava nicotina (fig. 1.1.), a importancia deste alcaldide como parte do
mecanismo de defesa dessa planta na protecdo contra herbivoros como Manduca
sexta, Diabrotica undecimpunctata, Spodoptera exigua e Trimerotropis ssp. A
rotenona (fig. 1.1.), obtida de Derris elliptica, apresenta acdo como deterrente de
Bactrocera oleae (Stavroulakis et al.,, 2001). A brassilexina (fig. 1.1.) € um potente
alcaldide antifungico que atua em Brassica spp. (Pedras et al., 2000). Compostos
indolicos e fenilpropanoidicos agem na protecdo de Arabidopsis thaliana contra
infestacdes do patdgeno Pythium sylvaticum (Bednarek et al., 2005). Carotendides,
como zeaxantina (fig. 1.1.), tem funcdo fotoprotetora em Agrostis stolonifera

(MacElroy et al., 2006).
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Assim, esses metabdlitos serviriam como: (i) defesa contra herbivoros,
bactérias, fungos, amebas, insetos, virus ou plantas competidoras, (i) mediadores
quimicos na simbiose entre plantas e microbios, insetos ou animais maiores, (iii)
hormonios sexuais, (iv) sinalizadores para atracao de polinizadores e dispersdo de
sementes, (v) agentes protetores contra as intempéries, como radiacao ultravioleta e

congelamento (Bennett e Wallsgrove, 1994; Demain e Fang, 2000).

Leaxantina

Figura 1.1. Metabdlitos secundarios que apresentam fun¢des de defesa ou de protegdo em espécies
vegetais.

Além das funcbes de protecdo, defesa e sinalizacdo mencionadas,
fundamentais na sobrevivéncia e no desenvolvimento das espécies vegetais, o ser
humano tem feito uso dos metabdlitos secundarios desde os primérdios da
civilizacao. O 6pio, por exemplo, retirado do bulbo floral de Papaver somniferum e
fonte natural dos alcaléides morfina e codeina (fig. 1.2.), jA era conhecido pelos
Sumérios em 4.000 a.C. O uso recreativo do 6pio foi tdo importante que a P.
somniferum foi a primeira planta cultivada sem fins alimenticios. Atualmente esses
dois alcal6ides sao usados em medicina como bloqueadores de dor (Theis e Lerdau,
2003). Terpendides, como o piretrina (fig. 1.2.) presente nas flores de

Chrysanthemum cinerariaefolium, sdo inseticidas comerciais com uso cada vez mais
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freqlentes no controle de pragas agricolas e urbanas (Viegas Junior, 2003). A
descoberta de novos compostos com atividade farmacolégica tem nos metabdlitos
secundarios de vegetais importante fonte (Verpoorte, 1998), como o taxol (fig. 1.2.),
extraido de Taxus brevifolia e que possui potente atividade antileucémica e
antitumoral (Wani et al., 1971), ou a lactona sesquiterpéncia artemisina e seus
derivados, produzido pela planta Artemisia maritima e usado no tratamento de
maléria (Wainwright e Amaral, 2005).

No setor agricola, os metabdlitos secundarios tém se mostrado Uteis no
melhoramento de cultivares. Técnicas de manipulagdo génica estao possibilitando
alterar as vias metabdlicas de determinadas culturas de modo a acumular
compostos de interesse para aumentar sua resisténcia a pragas. Milho (Zea mays)
modificado geneticamente mostrou-se mais resistente ao ataque de Ostrinia nubilalis
por acumular acido ferulico (fig. 1.2.) do que a espécie nao modificada (Mao et al.,
2007). Contudo, a presenca de metabdlitos secundarios pode afetar o sabor de
determinados alimentos. O tremoco (sementes de plantas do género Lupinus)
selvagem, rico em alcaléides, é mais amargo do que aquele selecionado
artificialmente por agricultores (“tremoco doce”), que, apesar de possuir gosto mais
suave pela menor presenca desses alcaldides, € mais suscetivel ao ataque de
herbivoros (Wink, 1988).

A habilidade de sintetizar classes particulares de metabdlitos secundarios é
geralmente restrita a certos grupos de plantas, e a evolugéo parece ter sido o0 motor
dessa diferenciacdo. Cada espécie contém apenas um subconjunto de genes
responsaveis pelo metabolismo secundario, e que permite montar mapas
filogenéticos aproximando ou afastando espécies dentro da arvore evolutiva

(Pichersky e Gang, 2000).
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Figura 1.2. Metabdlitos secundarios com importancia econémica.

1.1.3. Variabilidade Quantitativa

Além da grande variabilidade qualitativa dos metabdlicos secundarios entre as
espécies, fruto de evolugdo e adaptacdo, ha uma grande variabilidade quantitativa
quando se avalia individuos de uma mesma espécie. A producdo de metabdlitos
secundarios pelas plantas esta longe se ser um fenémeno linear e/ou facilmente
previsivel. Variacbes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as
proporcoes relativas desses compostos em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarios, intraplanta, intraespecifico e interespecifico). Esse fendmeno ja
€ bem conhecido, principalmente em espécies que apresentam algum valor, seja
medicinal ou econémico. O ser humano percebeu ha muito tempo que existem
condi¢cdes mais propicias para coleta de plantas, principalmente as medicinais, como
certas épocas do ano, ou certas horas do dia, além de melhores localizagdes

(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Estudos de etnobotanica tém mostrado que o
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conhecimento popular, por exemplo, pode ser um norteador na busca de condi¢des
gue potencializem a coleta de espécies vegetais indicando os melhores momentos
para tal (Gottlieb et al., 2002).

Fatores tao diversificados como ritmo circadiano, umidade, composicéo do ar
atmosférico, herbivoria e ataque de patégenos, altitude, radiacdo ultravioleta e
visivel, indice pluviométrico, disponibilidade de macro e micronutrientes,
sazonalidade, idade da planta e temperatura tém se mostrado como fatores
fundamentais para compreender a variabilidade quantitativa, e até mesmo
qualitativa, na producdo de metabdlitos secundarios em uma mesma espécie

(Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Eltma circodions

P
S

x“x\:\ x\.“'«.
indice pluvieméticeo
Saronalldode Radiagdo UV
NP
atmasiérica
‘!EH -

—amee= Herbivoria &

g de patégenas

4

Figura 1.3. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos secundarios em
plantas. Reproduzido de (Gobbo-Neto e Lopes, 2007)

Sao relatadas variagdes temporais no conteddo de praticamente todas as
classes de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais (Schwob et al., 2004),
lactonas sesquiterpénicas e acidos fendlicos (Zidorn e Stoppner, 2001), flavonoides
(Atkinson e Blakeman, 1982), cumarinas (Wilt e Miller, 1992), saponinas (Ndamba et

al.,, 1994), alcaldides (Roca-Pérez et al., 2004), taninos (Salminen et al., 2001),
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graxas epicuticulares (Faini et al., 1999), iridéides (Hogedal e Mglgaard, 2000),
glucosinolatos (Agerbirk et al., 2001) e glicosideos cianogénicos (Kaplan et al.,
1983).

As proximas sec¢des buscam discutir alguns desses fatores anteriormente
expostos procurando explorar algumas causas dessa variabilidade qualitativa e

quantitativa.
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1.2. Relégio Bioldgico

Ciclos biolégicos nos organismos vivos ja sdao bem conhecidos em nossa
experiéncia cotidiana. Queda de folhas em arvores, ciclo menstrual, cio e hibernagao
em mamiferos, florescimento e frutificacdo, todos esses fendmenos variam
temporalmente e possuem comportamento periddico. Esses diversos ciclos
apresentam diferentes frequéncias. A queda de folhas e a hibernacao de mamiferos,
por exemplo, possuem variagbes que se repetem em um espagco de um ano
aproximadamente (ciclos circanuais). O ciclo menstrual ja possui uma freqiéncia
menor, de aproximadamente 28 dias. Outros sdo muito mais rapidos, como 0s
circadianos, que tém duracdo média de 24 horas, como abertura e fechamento de
estdmatos ou a sucessao vigilia/sono em seres humanos (Ishida et al., 1999).

Um mesmo organismo pode apresentar varios ciclos, e cada um com
diferentes frequéncias. Talvez o que contraria o senso comum € saber que grande
parte desses fen6menos circulares nao € controlada pela simples presenca/auséncia
de luz que ocorre nas mudancas de dia para noite. Mesmo em situacdes de total
escuriddo (chamadas de ‘livre curso”), muitos eventos circadianos ainda se
manifestam com frequéncia de 24 horas aproximadamente. A primeira observagéao
cientifica sobre um ciclo bioldégico em plantas ocorreu em 1729 com a publicacéo,
por De Mairan, astrobnomo francés, de suas observacdes sobre os movimentos
foliares de Mimosa pudica em condicoes de total auséncia de luz. Assim, percebeu-
se que deveria existir um mecanismo endogeno, auto-sustentado, que funcionaria
mesmo na falta da sucesséo claridade/escuriddo. Essa estrutura foi chamada de
relégio biolégico e sua presenca ja foi detectada desde organismos mais simples,
como cianobactérias, até em seres humanos, passando por plantas e insetos

(Salomé e McClung, 2004).
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Mas nem todos os ciclos sdo regulados por um relogio biolégicos. Por
exemplo, o heliotropismo (movimento das flores em direcdo a luz, presente no
girassol, por exemplo) é controlado apenas pelo percurso do sol durante o dia. Se a
fonte de luz ficar estatica, o movimento floral cessa. Assim, para se determinar se
um ciclo biolégico é regulado por esse reldégio enddgeno, ele deve persistir em
condi¢cbes constantes tendo uma freqiéncia aproximada de 24 horas (livre-curso)

(Sweeney, 1963).

0.08

0.07 1

0.06

0.05 A

0.04

Viscous conductance (KPa)

0.03 A

0.02

0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120132

Time (h)
Figura 1.4. Variagdo circadiana de abertura de estdmatos com alternancia claro/escuro e em condigéo
de livre-curso. Reproduzido de (Webb, 2003)

O movimento dos estbmatos em Arabidopsis thaliana é um fendmeno
regulado por reldgio bioldgico. No gréafico (fig. 1.4.), cada linha representa medidas
feitas em uma Unica folha de um individuo. Esse movimento foi detectado pela
medida da condutancia das folhas ao fluxo de ar, alta conduténcia viscosa indica
estbmatos abertos, e baixa condutancia viscosa indica estdématos fechados. O

regime de luz é indicado por uma barra clara acima da abscissa, € a escuridao é
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indicada por uma barra escura. A partir de 65 horas, a planta foi submetida a regime
de livre-curso (luminosidade constante). A freqiéncia se mantém devida apenas ao
relégio bioldgico, mas, sem a sincronizacao promovida pela alternancia claro/escuro,
a oscilagao vai desaparecendo (Webb, 2003)

Um ciclo circadiano que é regulado pelo relégio bioldgico deve satisfazer trés
condicdes. A variacdo deve persistir em condi¢cdes constantes (livre-curso) com um
periodo de aproximadamente 24 horas. Deve apresentar arrastamento
(“entrainment”), ou seja, fatores externos, como sucessao dia/noite, devem ser
capazes de sincronizar o oscilador enddégeno. Além disso, também deve apresentar
compensacao de temperatura. Como a velocidade das reacdes biolégicas € afetada
por variacoes de temperatura, existe algum mecanismo, ainda pouco conhecido, que
evita que essas alteracdes afetem significativamente a frequéncia do rel6gio

endogeno (Millar, 2004).

1.2.1. Controle Génico do Relégio Biolégico

Entre todos os reldgios biolégicos ja estudados e pertencentes a grupos
distintos, como insetos, plantas, animais ou seres unicelulares, ha pouca ou
nenhuma semelhanca entre eles em termos de genes ou proteinas envolvidas.
Apesar de que, dentro do reino Planteae, evidéncias indicam que os rel6gios
biolégicos de diferentes espécies apresentam mecanismos semelhantes. A despeito
dessa diversidade, todos os reldgios biolégicos apresentam pelo menos uma etapa
de alimentacdo negativa da atividade dos genes envolvidos no funcionamento do
relégio endégeno e que se constitui no oscilador central do sistema (McClung et al.,

2002).
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Figura 1.5. Diagrama mostrando a alimentac&o positiva € negativa entre as atividades de dois genes
hipotéticos A e B no oscilador de um relégio bioldgico.

O diagrama anterior (fig. 1.5.) esquematiza a interacao entre dois genes
hipotéticos A e B e que constituem esse “nucleo de oscilacao” (oscilador). Um
aumento de atividade do gene B também induz a um aumento de atividade do gene
A, indicado no esquema por uma seta curva (9). Mas um aumento de atividade do
gene A inibe o gene B (alimentacédo negativa, indicada no esquema por uma seta de
ponta truncada). Assim, ao longo do tempo, constata-se uma variagcao senoidal de
atividade dos genes A (linha continua) e B (linha tracejada) com a mesma freqtiéncia

e de fases inversas (fig. 1.6.).

»
»

atividade do gene

y

tempo

Figura 1.6. Grafico esquematico mostrando a variagdo ao longo do tempo de atividade de dois genes
hipotéticos A (representado pela linha continua) e B (representado pela linha tracejada)
que fazem parte do oscilador central de um reldgio bioldgico.

A rede de genes que fazem parte do mecanismo de funcionamento do rel6gio

biolégico é pouco compreendida para a maioria dos seres. Porém, o rel6gio da
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planta modelo Arabidopsis thaliana vem sendo investigado ha mais de 50 anos. Um
esquema simples desse oscilador pode ser resumido na interacao entre trés genes
principais: CCA1 (Circadian Clock Associated 1), LHY (Late Elongated Hypocotyl) e

TOC1 (Timing of Cab Expression 1) (fig. 1.7.) (Salomé e McClung, 2005).

Light

Temperature S S,

4
e

CCA1 ~
Y LHY [~
TOC1

==

clock-controlled processes

clack-contrallad procassas
Figura 1.7. Modelo simplificado do oscilador central em Arabidopsis thaliana e os trés genes, CCA1,
LHY e TOC1, envolvidos. Reproduzido de (Salomé e McClung, 2005)

A expressdao do gene TOC1 induz a atividade génica de CCA1 e LHY
(alimentacdo positiva). Contudo, esse aumento inibe a expressdo de TOCT
(alimentacdo negativa) (fig. 1.8.). H4 uma cadeia de interagdes entre esses trés
genes e outros que permitem o controle temporal da producdo de metabdlitos
primarios e secundarios. A luz, através de criptocromos (CRYs) e fitocromos (PHYSs)
e a temperatura, em uma rede de interacées ainda ndo compreendida, sdo 0s
sinalizadores externos que permitem sincronizar o relégio biolégico ao ambiente
(processo de arrastamento ou “entrainment’) ja que a freqiiéncia natural do oscilador

central ndo € de 24 horas (Salomé e McClung, 2005).
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Figura 1.8. O gene LUC, que expressa a enzima luciferase, foi inserido nos loci génicos de CCA1,
LHY e TOC1. A expressao desses trés ultimos foi medida indiretamente pela atividade do
gene LUC. Reproduzido de (Salomé e McClung, 2005)

A rigor, ndo ha apenas um oscilador, e o sistema completo depende da
sincronia de varios osciladores que resultam em mdltiplos ritmos expressos por um
unico individuo. A interacdo entre fatores ambientais, como temperatura e luz,
resultantes das mudancas diarias e anuais, ajustam continuamente a freqtiéncia do

relégio endégeno (McClung et al., 2002).

1.2.2. Biossintese de Metabodlitos Secundarios e o Reldgio Bioldgico

Os genes envolvidos no oscilador central do relégio biolégico de plantas
também atuam na expressao de outros genes ligados a biossintese de metabdlitos
secundarios. Por exemplo, a biossintese do isopreno, metabélito fundamental na via
dos isoprendides, ocorre com a participacdo da enzima isopreno sintase, cujo gene
que a codifica apresenta variagdo regulada por relégio bioldgico (Loivamaki et al.,

2007).

Harmer e seu grupo (2000), usando matrizes de oligonucleotideos,
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encontraram uma vasta rede de genes regulados pelo reldgio biolégico. Entre 8.200
diferentes genes, 453 deles (6% do total) apresentam variacao de atividade na forma
de uma curva senoidal com um periodo entre 20 e 28 horas (fig. 1.9.). O dia comeca
com a indugcdo de genes fotossintetizantes e para sintese de pigmentos
fotoprotetores (biossintese de fenilpropandides). Genes que desencadeiam
processos que exigem grande demanda energética, como assimilacao de nitratos,
sdo mobilizados somente durante o dia. No final da tarde ha inducao de genes que
codificam enzimas de transporte de hexoses, das vias glicoliticas e oxidacao de
fosfato de modo que os recursos energéticos necessarios sejam preparados para o
periodo de noite que se aproxima, além de genes que protegem a planta de efeitos
do frio. Genes que codificam enzimas de mobilizacdo de amido e sintese de celulose

sao ativos durante a noite.

Phenylalanine Cinnamate SinapoyIglucose:malate
ammonia lyases 4-hydroxylase sinapoyltransferase-like
— - > > » Sinapate esters

4Co Putative
cu,,.a:'| Ti;grgt:h cinnamoyl-CoA  Cinnamyl-alcohol

reductase dehydmgenﬁs g Lignins

Chalcone synthase Probable
caffeoyl-CoA Cinnamyi-alcohol
* O-methyltransferase dehydrogenases

] Putat(i)vyle CoA
Flavanone cnnamoyi- *
¢3_hydwasa raductase
Putative phenylcoumnaran
benzylic ether reduciase

Flavonol gynthase
Flavonols -«

Dihydrofiavonol
4-reductase Lignans

S-transferases .
dioxygenase > - » Anthocyanins
UDP-Rhamnose:: Gilutathione-conjugate
anthocyankdin-3-glucoside-like transporters

Leuccanthocyanidin ¢ Glutathione

Figura 1.9. Via da biossintese de fenilpropandides. Genes que codificam as enzimas indicadas em
vermelho séo controlados pelo relégio enddgeno. Reproduzido de (Harmer et al., 2000)
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Assim, a sintese de algumas classes de metabdlitos secundarios, como
flavondides, lignanas, ligninas e antocianinas, € controlada pelo relégio bioldgico
apresentando variagbes temporais ciclicas. Esse fen6meno ja foi estudado dentro da
familia das Piperaceae, em folhas da espécie Piper aduncum, que apresenta um
ciclo circadiano de atividade da enzima preniltransferase, envolvida na sintese de
cromenos, com pico de atividade no inicio da manha (Morandim et al., 2005).

O reldgio bioldgico apresenta-se, portanto, como uma resposta evolutiva que
permite maximizar os processos bioldgicos que dependem da presenca/auséncia de
luz aumentando a adaptacdo ao ambiente por atuar como um cronémetro que
antecipa eventos externos possibilitando que o organismo se prepare para as

mudancas (Eriksson e Millar, 2003).

1.2.3. Variacoes Sazonais e Reldgio Bioldgico

O reldgio biolégico nado regula apenas processos circadianos. Eventos
circanuais, como floragdo, também sao regulados pelo mesmo sistema. Ja é bem
estabelecido que a duracao do fotoperiodo afeta o surgimento das flores e a duracéo
do estado vegetativo. A deteccao da duracao do dia através do sistema circadiano
depende da sinalizacdo de luz percebida pelos fotoreceptores criptocromos e
fitocromos. Assim, ha grande correlagdo entre os eventos circadianos e o0s

circanuais (Eriksson e Millar, 2003).
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1.3. Variacoes Intraespecificas

A percepcao das variagbes quantitativas de metabdlitos primarios e
secundarios como influéncias do reldgio biolégico é apenas parte da histéria. O perfil
metabodlico em plantas também varia de individuo para individuo dentro de uma
mesma espécie (variabilidade intraespecifica). Ha exemplos de variagdes deste tipo
dentro de muitas classes de metabdlitos secundarios conhecidos: alcanos lineares
(Smith e Martin-Smith, 1978), monoterpenos (Gerhold e Plank, 1970; Thompson et
al.,, 2003; lanson et al., 2005), sesquiterpenos (Curado et al., 2006), diterpenos
(Bergstrom, 1992), lactonas sesquiterpénicas (Gershenzon e Mabry, 1984; Spring,
1991), esterdis e triterpenos pentaciclicos (Heupel, 1985), benzendides (Dotterl et
al., 2005), flavonodides (Rolly et al., 1988), alcalbides (Berkov et al., 2004). Fendlicos
e taninos sdo as classes de compostos cuja variagdo é a mais extensamente
estudada, ja que o teor de fendlicos é usado como indicativo da quantidade de
nitrogénio disponivel no solo e da presenca/auséncia de compostos anti-herbivoria.

Para prever as possiveis respostas das plantas as mudancas ambientais e
como essas mudancas afetam as interagdes das plantas com seu ambiente,
incluindo herbivoros, pesquisadores tem aprendido que fatores genéticos, bioldgicos
e fisicos sdo importantes para gerar variacées fenotipicas, incluindo defesa
(Berenbaum, 1995). Variac6es na disponibilidade de recursos necessarios para o
crescimento das plantas (agua, luz, nutrientes) sao vistos como fatores cruciais nos
modelos que buscam explicar mudancas qualitativas e quantitativas nos metabdlitos
secundarios em escala de tempo evolutiva, bem como em variagdes intra-
especificas em escala de tempo ecologica.

Pesquisas com variacées na concentracao de gas carbdnico no ar (Estiarte et

al.,, 1999; Lindroth et al., 2001; Castells et al., 2002), quantidade de radiacao
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ultravioleta tipo B incidente (Lavola et al., 2000) e qualidade e quantidade de
poluentes atmosféricos (Pasqualini et al., 2003) tém demonstrado que esses
também sao fatores que modificam a producdo de metabdlitos secundarios. Tém
sido reportado na literatura muitos estudos relacionando positivamente a
concentracéo de gas carbénico e a producao de fendlicos em plantas considerando
a crescente preocupacdo sobre os efeitos na vegetacdo com o aumento da
concentracdo de gés carbdnico no ar por fontes antropogénicas (Pefiuelas e
Estiarte, 1998).

No intuito de racionalizar as complexas relacbes entre qualidade e quantidade
de metabdlitos secundarios e variagcbes ambientais, foram desenvolvidos varios
modelos.

A “Hipétese do Balango Crescimento-Diferenciacdo” (Growth-differentiation
balance hipothesis, GDB) foi primeiramente desenvolvido por Loomis (1932, 1953) e
posteriormente reelaborado por Lorio (1986), Herms e Mattson (1992) para ser
aplicado em interagbes planta-inseto. A hipétese GDB prediz como a planta alocara
carbono para processos relativos a diferenciacdo ou processos relativos ao
crescimento dentre de uma faixa de disponibilidade de recursos ambientais. Loomis
define “crescimento” como processos de divisdo e elongacao celular resultando em
aumento irreversivel de tamanho. “Diferenciacées” sdo todos os processos que
provocam variagdes morfologicas e metabdlicas em células ou tecidos, como
lignificacdo, producéo de cuticula, producédo de tricomas, e producao e estoque de
metabdlitos secundarios (alcalbides, fendlicos, terpenos, entre outros). Processos de
diferenciacdo ocorrem tipicamente ap6s o crescimento celular. A hipétese GDB
modela trés situacbes distintas em relacdo ao nivel de recursos ambientais
disponiveis (agua, luz, nutrientes): muito baixo, intermediario, alto.

Plantas submetidas a quantidades baixissimas de recursos tém sua
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capacidade fotossintética e de crescimento comprometidas e 0s parcos recursos
disponiveis sdo alocados para producdo de metabdlitos primarios garantindo a
manutenc¢do minima das condicdes de sobrevivéncia e crescimento. Nessa situacao,
h&a baixa producdo de aleloquimicos e pequena concentracdo de metabdlitos
secundarios (Waring e Pitman, 1985; Herms e Mattson, 1992).

Plantas submetidas a concentracbes intermediarias tém acumulo
intermediario de biomassa em relacdo as situagdes extremas com relagdo a
disponibilidade de recursos, mas podem contemplar melhor a produgdo de
metabdlitos secundarios. Isto ocorre porque a fotossintese € menos sensivel a
limitacdo de recursos do que as funcdes de crescimento (divisdo e elongacao
celular) (Chapin, 1980; Dietz, 1989; Luxmoore, 1991). Portanto, os metabdlitos
secundarios, que sao produtos de fotossintese, tendem a se acumular em plantas
que fotossintetizam a altas taxas, mas que experimentam inibicdo de crescimento
por estar em ambientes com recursos limitados. A producéo de aleloquimicos pode
ser vista como “custo zero”, pois sdo construidos a partir de um reservatorio de
carbonos na planta que esta biodisponivel por ndo poder ser alocado para as
funcbes de crescimento.

Finalmente, plantas que crescem em ambientes com boa disponibilidade de
recursos nao tém limitacdo nem nas fungdes de crescimento nem nas funcdes de
diferenciacao e, assim, alocam a maior quantidade de carbonos provenientes da
fotossintese para crescer tornando-os pouco disponiveis para a producdo de
aleloquimico e consequentemente menores concentragdes de metabdlitos
secundarios (Coley et al., 1985).

A relacao entre metabdlitos secundarios e disponibilidade de recursos pode

ser resumida no esquema seguinte (fig. 1.10.), segundo a hip6tese GDB.
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Figura 1.10. Variagcdo de teor de metabdlitos secundarios em relagéo a disponibilidade de recursos
ambientais, segundo a hipétese Growth-differentiation balance hipothesis, GDB.

A “Hip6tese de Balango Carbono-Nutriente” (Carbon-Nutrient Balance
Hypothesis, CNB) propde uma estrutura para entendimento dos efeitos da fertilidade
do solo na alocagdo de recursos para crescimento da planta ou producdo de
aleloquimicos. Pode-se considerar que a hipétese GDB engloba muitas das
predicoes feitas pelo modelo CNB (Herms e Mattson, 1992). Em solos pobres em
nitrogénio, a planta desamina os aminodcidos tirosina e fenilalanina conduzindo a
producdo de fenilpropandides incluindo a biossintese de flavondides, cumarinas,
ésteres cindmicos e ligndides em geral. Esse nitrogénio é reciclado e usado na
obtencdo de proteinas (metabdlitos primarios) (Bryant et al., 1983). Ao contrario da
hipétese GDB, o0 modelo de balangco carbono-nutriente faz predicées mais explicitas
entre a relacdo C/N e a alocacdo de recursos da planta para producdo de
aleloquimicos.

Segundo a hipétese CNB, a disponibilidade de nitrogénio no solo e teor de
fendlicos tem correlagdo negativa. Apesar de alguns estudos corroborarem essa
predicao (Estiarte et al., 1994), ha casos em que se constatou a producido de
somente alguns fendlicos (Lower e Orians, 2003), outros estudos mostraram que as
predicoes foram parcialmente satisfeitas (Pais e Varanda, 2003), ou que nao foram

satisfeitas (Koricheva et al., 1998).
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Apesar de ambas as hipoteses estarem longe de serem unanimes entre os
pesquisadores, elas tém colaborado para melhor entendimento de alguns
paradoxos. Ambientes com plantas ornamentais sdo comumente adubados
baseados na racionalizacdo de que aumento na fertilidade do solo se reflete em
plantas com maior resisténcia as pragas. Todavia, muitos estudos mostram que a
fertilizacdo do solo diminui a resisténcia de plantas lenhosas a acaros, insetos
sugadores de seiva, insetos folivoros mandibulados e mamiferos herbivoros, por
aumentar o conteudo nutritivo da planta e/ou diminuir a concentracao de metabdlitos
secundarios (Herms, 2002).

A “Hipétese da Defesa Otima” (Optimal Defense Hypothesis, OD) foi
inicialmente formalizada na década de 1970 por dois grupos independentes, um
deles liderado por Paul Feeny da Cornell University, e o outro grupo da University of
Washington (Gordon Orians, David Rhoades e Rex Cates). A hipétese OD também
prediz uma relacdo negativa entre crescimento e defesa quimica, mas langca mao de
relacdes evolutivas para explicar a presenca dos metabdlitos secundarios em
plantas (Fox, 1981). Segundo a hip6tese OD, a alocacao de recursos da planta para
producédo de aleloquimicos para defesa pode somente ser entendida em termos da
pressdo que o0s organismos herbivoros exercem em selecionar naturalmente
individuos mais aptos a produzirem compostos que diminuam a predacao,
considerando tempos evolutivos (McKey, 1974). Em outras palavras, mecanismos de
defesa foram selecionados em resposta as relagdes planta-herbivoros dentro de
uma longa histéria evolucionéria.

Teorias de coevolucao planta-inseto — a hipoétese OD pode ser incluida nesse
grupo — tém sido particularmente evocadas para explicar a imensa diversidade de
compostos metabdlicos secundarios, como os 200 alcaléides de Catharanthus

roseus (Mersey e Cutler, 1986), ou os 25 terpendides encontrados na Satureja
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douglasii (Lincoln e Langenheim, 1978). Ha uma suposta “guerra silenciosa” entre
plantas e insetos na qual as plantas que produzem novos compostos mais téxicos
acabam sendo selecionadas, provocando a selecdo de novos insetos capazes de
detoxificar esses metabdlitos. Assim, os produtos finais nas rotas metabdlicas
secundarias devem ser os mais efetivos contra os insetos contemporaneos
(Berenbaum, 1983; Miller e Feeny, 1983; Harborne, 1988). Suportes para essas
idéias podem ser encontrados em estudos que relacionam toxicidade crescente de
alcaléides em plantas mais recentes na escala evolutiva (Levin e York, 1978;
Gottlieb, 1990), e em evidéncias que insetos podem agir como agentes de selecao
evolutiva em plantas (Shonle e Bergelson, 2000).

Ainda segundo hipéteses de coevolugéo, pode considerar-se que compostos
mais “primitivos” dentro de uma rota metabdlica foram mantidos por serem os
precursores dos metabdlitos mais ativos, enquanto que outros compostos inativos
podem simplesmente ser vestigios evolucionarios que ainda nao foram removidos
pela selecao natural (Jones e Firn, 1991).

Essas trés hipbéteses apenas expdem o pano de fundo das discussdes sobre
as relacbes entre metabdlitos secundarios e recursos ambientais. Outras idéias
buscam explicar variagcdes intra-especificas qualitativas e quantitativas dos
aleloquimicos em funcdo de outras relagbes planta-ambiente, como o papel
adaptativo dos metabdlitos secundarios na dispersao de sementes (Tsahar et al.,
2002; I1zhaki et al., 2002).

Todas essas hipdteses, porém, ainda descrevem precariamente a imensa
variacdo de relacbes que se estabelecem entre plantas, animais e ambiente.
Considerando-se que muitas variagdes metabdlicas sdo controladas por um rel6gio
bioldgico, o panorama fica ainda mais complexo. Falta uma teoria unificadora que dé

conta de estabelecer conexdes claras entre fatores genéticos e ambientais (agua,
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nutrientes, teor de gas carbdnico, luz, predacéo e simbiose) para explicar variacées
intraespecificas qualitativas e quantitativas nos metabdlitos secundarios. Mas esse
modelo unificador ainda esta longe, considerando que a prépria funcdo da imensa
maioria dos aleloquimicos ainda é um enigma, e se realmente ha funcao especifica
para todos esses compostos. Essa hipotese unificadora deve envolver a genética, a
ecologia e a fisiologia de modo a compreender as plantas totalmente integradas ao
bioma. Ou seja, as variacées de metabdlitos secundarios sdo uma pélida sombra, e
que somente faz sentido quando se avaliam as plantas dentro de um paradigma
bioldgico mais amplo e que contemple a complexa rede de relacbes entre as

macroestruturas: atmosfera, biosfera, litosfera e hidrosfera.
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1.4. A familia Piperaceae e o género Piper

Durante a década de 1990, o acumulo de dados provenientes de estudos de
sequéncias de DNA das Angiospermas (plantas com flor), principalmente do gene
rbcL, culminou na proposicdo de uma nova classificacdo botanica proposta pelo
Angiosperm Phylogeny Group (APG). Segundo o APG, o grupo basal das
magnoliideas (Magnoliidae) compreende quatro ordens, Canellales, Laurales,
Magnoliales e a ordem Piperales, onde se inclui a familia Piperaceae (fig. 1.11.)

(APG 11, 2003).
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Figura 1.11. Trecho do cladograma com a classificacdo botanica das angiospermas proposta pelo
APG. Reproduzida de (APG I, 2003)
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A familia Piperaceae, com cerca de 1.400 espécies, se distribui amplamente
nas zonas tropicais e subtropicais estando bem difundida na América do Sul e em
varias regides do Brasil sendo comuns em ambientes umidos de floresta densa. Esta

familia inclui 10 géneros, mas no Brasil sao referidos apenas cinco perfazendo 460

espécies.
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Uma ampla variedade de metabdlitos secundarios j& foi identificada nessa
familia, como amidas, fenilpropandides, lignanas, neolignanas, acidos benzdicos,
cromenos, alcalbides, policetideos, e compostos de origem biossintética mista (Kato
e Furlan, 2007).

Dentro da familia Piperaceae encontra-se o género Piper, representado por
mais de 1000 espécies que estdo distribuidas pantropicalmente, e sendo que a
maior diversidade esta no continente americano, seguida da Asia. Os padrdes de
difusdo variam de espécies endémicas até de ampla distribuicdo (Jaramillo e Manos,

2001).
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Figura 1.12. Distribuicao geografica do género Piper. Reproduzida de (Jaramillo e Manos, 2001)

Muitas espécies desse género tém grande importancia comercial e
econbmica, e sdo usadas em medicina tradicional para tratar diferentes problemas,
como dor de cabega, inflamagdo, asma, bronquite, febre. indios da América do Sul
usam espécies de Piper como antidoto para picada de cobra (Parmar et al., 1997).
Amidas isoladas de Piper tuberculatum apresentaram propriedades hipotensoras
(Araudjo-Jr et al., 1997). Substancias contra ansiedade e insbnia, chamadas de
cavapironas (o-pironas) foram isoladas de raizes e rizomas de Piper methysticum

(Blumenthal e Sing, 1997), e atividade analgésica foi observada para o 6leo volatil



34
de Piper regnellii (Andrade et al., 1998). Fracdes de extratos brutos de Piper
arboreum, P. hispidum e P. tuberculatum, em estudos bioautograficos, mostraram
atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermun

(Kato e Furlan, 2007).
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1.5. Piper solmsianum

1.5.1. Descricao da espécie

Segundo a classificagdo botanica proposta por Cronquist, a espécie Piper

solmsianum pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe

Magnoliopsida, ordem Piperales, familia Piperaceae, género Piper.

Figura 1.12. Folhas de um arbusto de Piper solmsianum presente no Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (IQ - USP).

Piper solmsianum, espécie pertencente ao género Piper, é uma planta
arbustiva que mede de 1 a 3 metros de altura. Floresce nos meses de outubro,
novembro e dezembro, frutificando nos meses de abril, junho e dezembro. Encontra-
se com freqiéncia na mata com luz difusa, em planicies alagadicas ou brejos,
podendo ocorrer em capoeiras, encostas ou restingas. Possui as sinonimias Piper

leucathum C. DC. e Piper santosanum C. DC. (Joly, 1985; De Candolle, 1985).



1.5.2. Metabodlitos secundarios em Piper solmsianum

A tabela 1.1. resume o conjunto dos trabalhos publicados e organizados em

ordem cronolégica sobre os metabdlitos secundarios encontrados em Piper

solmsianum.
Tabela 1.1. Metabdlitos secundarios encontrados em tecidos de P. solmsianum.
Nome do . .
A1 Estrutura Tecido | Referéncia
metabdlito
5i = s Moreira et
eupomatenoide-6 | \ OH folha 2l 1995
i 'S
H\'M.
i Moreira et
d-cadineno folha al. 1995
cis-cariofileno folha Moreira et
al., 1995
valenceno folha Moreira et
al., 1995
B-cubebeno folha Moreira et

al., 1995




37

ciclodec-2-eno

1995

Nome do metabdlito Estrutura Tecido | Referéncia
a-selineno folha Moreira et al.,

1995

-___,.f"

-muurolen folha Moreira et al.,

o-muuroleno N
Moreira et al.,

calameneno /@2 folha 1995

H\M.

o-calacoreno folha Moreira et al.,

1995
azuleno / = folha Moreira et al.,

1995

CH

i e Moreira et al.

aristo-1,9-em-3-ol Oj/\/ folha 1995

2,6-dimetil-9(2-propenil)-10- HO .
hidroxibiciclo[4,4,0]- folha Moreira et al.,
e
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Nome do

metabolito Estrutura Tecido | Referéncia
e | O-.
5-hidroxi-4-metoxi-7-O- |Rha- Gli- O 0 T Moreira ef
rut;r;zsalgilii\;(;na ‘ folha al., 1995
oH 8]
Cityle
D M
a0iol | = folha Martins et
P = caule al., 2000
8]
Cityle

dilapiol < | = folha Martins et
)] OMe caule al., 2000
Ohle

C < | folha Martins et
miristicina 2 o caule al., 2000
Cihde

fleD N M

| folha Martins et

elemicina MaO o caule al., 2000
Ohde
[=1m] folha Martins et
| T W caule al., 2000
isoelemicina -
fle inflores- Martins et
Ol céncia al., 2003
folha Martins et
hiel caule al., 2000
(-)-grandisina
hel inflores- Martins et
céncia al., 2003

Mel Che
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Nom . A
0 e,dlo Estrutura Tecido | Referéncia
metabdlito
(7R, 8R, 7'S, 8R)-3',4- | MeO
metilenodioxi-3,4,5,5'- folha Martins et
tetrametoxi-7,7'- caule al., 2000
epoxilignana MeC
he DJ
]
hel )J\
seringaldeido | = H inflores- Martins et
9 w céncia al., 2003
e
Ohle
]
hel )J\
acido 3,4,5- | = OH inflores- Martins et
trimetoxibenzoico oz céncia al., 2003
Ml
Ohde
E_,/"
: CH;
sitosterol CHs inflores- Martins et
céncia al., 2003
-(7R.8R, 7R, 8R)- | -
re - b b b -
3',4'-metilenodioxi- inflores- Martins et
3,4,5,5'-tetrametoxi- MaO céncia al., 2003
7,7'-epoxilignana
rel-(7R, 8R, 7'R, 8'R)-
3,4,3'.4'-
dimetilenodioxi-5,5'- inflores- Martins et
dimetoxi-7,7'- céncia al., 2003
epoxilignana
(lignana 7)

A (-)-grandisina foi identificada como componente majoritario no extrato bruto

das raizes e das folhas (Martins et al., 2000; Martins et al., 2003). Esse composto foi
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isolado pela primeira vez da planta Litsea grandis (Holloway e Scheinmann, 1974).
Também foi identificada em outras espécies, como Rhaphidophora decursiva (Zhang
et al., 2001), Aglaia leptantha (Greger et al., 2000), Virola surinamensis (Lopes et al.,
1996), Magnolia denudata (Kuroyanagi et al., 2000) e Peperomia blanda (Gaspareto
et al., 2005). Essa lignana apresenta forte atividade in vitro contra o protozoario
Trypanosoma cruzi, parasita causador da Doenca de Chagas, na sua forma
tripomastigota (Lopes et al., 1998), e que motivou a pesquisa de outras atividades
biolégicas, como na hematopoiese em ratos (Figueiredo et al., 2005), e acao
bactericida contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus e Streptococcus agalactiae, e antifungica contra os dermatofitos
Epidermophyton  floccosum,  Microsporum canis, Microsporum  gypseum,
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum (Campos et al., 2007). Ha
ainda estudos preliminares de tratamento de infec¢des urinarias utilizando o extrato
dessa espécie (Bohatch et al., 2007).

A grandisina também se mostrou eficaz no combate ao mosquito Aedes
aegypti, o vetor transmissor da doenca dengue. Cem microlitros do extrato da planta
em um litro de 4gua contaminada com larvas do inseto apresentaram 100% de

mortalidade em 24 horas (Cabral et al., 2008)
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2. OBJETIVOS
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Comparar os perfis cromatograficos dos extratos brutos de média polaridade
das folhas e do caule de diferentes espécimes de Piper solmsianum coletados em

populacdes distintas.

Avaliar, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), variagcbes
diarias nas quantidades relativas dos metabdlitos secundarios apiol/dilapiol e
grandisina no extrato bruto em trés individuos de uma Uunica populacdo de P.

solmsianum.

Avaliar, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), variacbes
mensais nas quantidades relativas dos metabdlitos secundérios apiol/dilapiol e
grandisina no extrato bruto em trés individuos de uma Uunica populacdo de P.

solmsianum.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Equipamentos e solventes utilizados

Os cromatogramas foram obtidos em cromatdgrafo da marca Shimadzu,
Kyoto, Japado. As bombas de injecao sdo do modelo LC - 10AD, o detector é do tipo
“diode array” modelo SPD - M10A; injetor automatico modelo SIL - 9A; controlador
modelo SCL - 10A; programa de integracdo e de controle modelo ClassVP verséao
6.10. A coluna cromatografica é do tipo C-18 (5 wm, 250 mm x 4,6 mm) da marca
Phenomenex.

A acetonitrila grau cromatografico era da marca Carlo Erba ou J. T. Baker,
que foi usado apés filtragdo em malha de PTFE 0,5 um modelo FHLP 04700 da
marca Millipore. O gas hélio usado na deaeracao dos solventes era da marca White
Martins. A agua usada no CLAE foi purificada em aparelho da Labconco, modelo
Water PRO OS. Os solventes usados para as extracdes (acetato de etila, metanol,
acetona e diclorometano) eram da marca Synth, e foram destilados previamente na
Central de Solventes do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo
(IQUSP). O vortice (turrax) era da marca IKA - Werke modelo T25 Basic. Os
cartuchos de C18 (Sep-pak) eram da marca Waters modelo WAT 051910. A filtracao
das amostras foi feita em filtros individuais, hidrofilicos, 0,45 um da marca Millipore
modelo 2915-00. As amostras foram pesadas em balanga analitica da marca
Sartorius modelo BP 110S, ou balanga com duas casas de precisdo marca Ohaus
modelo TS 600S.

Os compostos padrdao elemicina, isoelemicina, miristicina, apiol, dilapiol,
grandisina, licarina B e a lignana 7 foram isolados e purificados no Laboratério de
Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (LQPN -

IQUSP).
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3.2. Método de analise por CLAE

Trabalhos desenvolvidos anteriormente com a planta Piper solmsianum pelo
grupo do Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Universidade
de Sao Paulo (LPQN - IQUSP) ja indicavam como melhor método de anadlise do
extrato bruto o uso de cromatografia em fase reversa, com fase estacionaria apolar
tipo C-18, e fase movel agua:acetonitrila (Martins et al., 2000; Martins et al., 2003).

Para otimizar a analise por CLAE foi usado um extrato bruto das folhas de P.
solmsianum obtido a partir de maceracéao a frio em acetato de etila como referéncia.
Foram testados sete métodos de injecao (tab. 3.1.) com variagdes nos intervalos de
tempo e no gradiente de polaridade, bem como no regime isocratico. Em todos eles

a fase movel era constituida de uma mistura de 4gua e acetonitrila.

Tabela 3.1. Métodos de injecao testados para otimizar a andlise por CLAE.

Teste numero 1 Teste numero 2 Teste numero 3
Intervalos % de Intervalos % de Intervalos % de
(min) acetonitrila (min) acetonitrila (min) acetonitrila
) rampa de 30 . tampa de 50 . isocratico
0 até 10 até 50 0 até 20 até 100 0atés em 50
) rampa de 50 . isocratico . rampa de 50
10 até 20 até 100 20 até 35 em 100 5 até 20 até 100
. isocratico . rampa de . isocratico
20 até 35 em 100 35 até 36 100 até 50 20 até 35 em 100
) rampa de . isocratico . rampa de
35 até 36 100 até 30 36 até 45 em 50 35 até 36 100 até 50
, isocratico , isocratico
36 até 45 em 30 36 até 45 em 50
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Teste numero 4 Teste numero 5 Teste numero 6*
Intervalos % de Intervalos % de Intervalos % de
(min) acetonitrila (min) acetonitrila (min) acetonitrila
) rampa de 60 . rampa de 70 . rampa de 65
0 ate 20 até 100 0 ate 20 até 100 0ate 15 até 100
, isocratico , isocratico , isocratico
20 até 35 em 100 20 até 35 em 100 15 até 30 em 100
) rampa de . rampa de . rampa de
35ae36 | y5paie60 | 3036 | qppate7o | 303€33 | 4004665
, isocratico . isocratico . isocratico
36 até 45 em 60 36 até 45 em 70 33 até 40 em 65

* esse método também foi testado usando-se 1% de &cido acético na fase médvel
(teste numero 7)

A qualidade da separacdo foi avaliada pela maior resolugdo dos picos
cromatograficos do extrato bruto, sendo que o teste nimero 6 apresentou-se como
melhor condicéo de injecéao.

O método cromatografico adotado para todas as analises desse trabalho
consistiu, portanto, em uma rampa inicial de 15 minutos partindo de 65% até 100%
de acetonitrila, regime isocratico de 15 minutos em 100% de acetonitrila, rampa com
duracao de 3 minutos partindo de 100% até 65% de acetonitrila, e regime isocratico
de 7 minutos em acetonitrila a 65% (tempo total de corrida de 40 minutos). O volume
injetado foi de 20 microlitros, comprimento de onda de 240 nm e fluxo de 1 mL/min.

As substancias licarina B (fig. 3.1.) e grandisina (fig. 3.2.) foram escolhidas
como padrdes para se avaliar a reprodutibilidade das anéalises e como referéncias de
tempo de retencdo na identificacdo dos picos cromatograficos dos metabdlitos
secundarios de interesse. Sendo a grandisina um dos compostos presentes no
extrato bruto, disponivel em quantidades razoaveis e com grau de pureza
cromatografica aceitavel, seu uso como padrdo mostrou-se conveniente. A licarina

B, apesar de nao estar presente no extrato de Piper solmsianum, faz parte da
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mesma classe quimica da grandisina, apresenta tempo de retencdo proximo e

estava disponivel nas quantidades necessérias.

Spectrum at time 10.86 min

N

-
;,,:
2

Ohde

Figura 3.1. Estrutura da licarina B (a esquerda) e seu espectro UV/vis (a direita).

Spectrum at time 10.12 min

hel

Ml

[ =1m] Cihle

0 e 0 e e ) £ 0 o & - L ry
m

Figura 3.2. Estrutura da grandisina (a esquerda) e seu espectro UV/vis (a direita).

Uma mistura de 2:1 de licarina B e grandisina dissolvidas em acetonitrila grau
cromatografico e de concentracao total de 1 mg/mL serviu como mistura padréo. A
sequéncia de andlise se iniciava com injecdo de apenas solvente (corrida em
branco) para se avaliar o estado da coluna de separacdo, em seguida injetava-se a
mistura padrao licarina B e grandisina, e procedia-se a analise de cinco amostras.
Logo apoés corria-se novamente um branco, a mistura padrao licarina B e grandisina
e mais cinco amostras, e assim sucessivamente.

Solugdes na concentracdo de 1 mg/mL dos padrdes elemicina, isoelemicina,
miristicina, apiol, dilapiol e lignana 7 foram injetadas trés vezes para se definir os

tempos de retencgao relativos dos metabdlitos secundarios principais na planta. Oito
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solucdes de extrato bruto de P. solmsianum em acetonitrila grau cromatografico
enriguecida com cada um dos padrées mencionados também foram injetadas para
se verificar se o tempo de retengcdo dos compostos isolados sdo 0s mesmos
comparados ao extrato bruto da planta em estudo.

Foi feita uma avaliacdo da estabilidade dos extratos brutos estocados em
geladeira injetando-se trés amostras escolhidas aleatoriamente em trés momentos:
logo apds o preparo, um més depois e trés meses depois.

A atribuicdo dos picos da grandisina e do apiol/dilapiol nos estudos de
variacao diaria, interfolhas e sazonal foi feita comparando-se os tempos de retencao
dos compostos presentes na mistura padrdo com os picos nos cromatogramas das

amostras.



49

3.3. Variacao no perfil metabdlico por secagem em estufa

No dia 22 de novembro de 2004, as 15 horas e trinta minutos, foram
coletadas seis folhas de um espécime de Piper solmsianum préximo ao pequeno
riacho que nasce na Reserva da Cidade Universitaria Armando de Salles Oliveira
(RCUASO) com cdédigo de coleta Kato-548 e que foi nomeada de planta 1 (este
individuo também foi empregado no primeiro estudo de variacdo diaria descrito na
secao 3.5.2.). Sua exsicata foi enviada para Profa. Dra. Elsie Franklin Guimaraes do
Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro para identificacdo
botanica.

As folhas trituradas manualmente em almofariz com nitrogénio liquido foram
separadas em dois lotes com aproximadamente 2,5 g cada. Um dos lotes foi secado
em estufa a 50°C por 24 h. O outro lote foi liofilizado durante 24 horas
aproximadamente até ficar visualmente seco. Cada lote, entdo, foi macerado a frio
separadamente com 20mL de acetato de etila durante dois dias. Apds filtracdo
simples, deixou-se o filtrado obtido evaporar até secura e pesou-se o extrato bruto.

O extrato bruto de cada lote foi submetido a um “clean-up” prévio a analise
por CLAE que consistiu em ressuspender o extrato bruto em acetonitrila grau
cromatografico em volume suficiente para obter uma solucdo de concentracéao
maxima de 1 mg/mL. Essa solucao foi passada em cartuchos de C18 (Sep-pak) para
remover compostos de baixa polaridade, e posteriormente filtrada. Cada extrato foi

analisado trés vezes por CLAE seguindo o método descrito na secéo 3.2.
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3.4. Variacao Intraespecifica

3.4.1. Procedéncia das Amostras Vegetais

A tabela 3.2. apresenta os dados de coleta dos espécimes estudados.

Tabela 3.2. Dados de coleta dos espécimes de Piper solmsianum para estudo de variagao intraespe-

cifica.
Cédigo de Data de Tecido Local Cidade/
coleta coleta coletado U. F.
Parque da Serra da Séo
Kato-473 21/10/2004 | folha e caule Cantareira Paulo/SP
Kato-485 02/11/2004 | folha e caule Praia do Félix Ubatuba/SP
Kato-486-1 02/11/2004 folha Praia do Félix Ubatuba/SP
. Sao
Kato-549 23/02/2005 | folha e caule Reserva CUASO Paulo/SP
Kato-551 19/03/2005 folha Bairro do Corcovado Ubatuba/SP
Kato-571 01/05/2005 | folha e caule Parque do Perequé Cubatéo/SP
Kato-626 17/07/2005 | folha e caule IQUSP Séo
Paulo/SP

* Cidade Universitaria Armando de Salles Oliveira

As exsicatas foram enviadas para Prof. Dra. Elsie Franklin Guimaraes do
Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro para identificacao

botéanica.
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3.4.2. Tratamento das Amostras Vegetais

As amostras colhidas foram separadas em caule e folhas e pesadas (massa
do tecido fresco). Em seguida foram secas em estufa a 50°C por 48 horas e
novamente pesadas (massa do tecido seco). As folhas foram trituradas
manualmente em almofariz e os caules foram passados uma vez no moinho de
facas. Alguns espécimes foram secados ao ar livre logo apdés a coleta.

O extrato bruto foi obtido através de extracdo exaustiva em aparelho tipo
Sohxlet com capacidade para 500 mL. O solvente utilizado foi o0 acetato de etila que,
para minimizar degradacao térmica dos compostos, foi aquecido em banho de agua
termostatizado a 85°C. A extracdo era dada por encerrada quando o solvente em
contato com a amostra tornava-se incolor e, em média, o processo durou 4 horas e
foram feitos 10 ciclos extrativos. Entre o quinto e o sexto ciclos o solvente era
trocado por acetato de etila limpo para evitar que o extrato permanecesse muito
tempo aquecido. No final, o solvente era rotaevaporado e a massa do extrato bruto
era obtida (massa do extrato bruto).

Para retirar os compostos muito polares e 0os pouco polares, parte do extrato
bruto (entre 0,1 e 0,8 g) foi dissolvido em 100 mL de metanol. Acrescentaram-se
aproximadamente 20 mL de agua destilada até turvar a solucéo. O liquido foi filtrado
sob pressdo reduzida em leito de Celite de 4 cm de altura. O filtrado foi
rotaevaporado até todo o metanol ser removido. O liquido resultante sofreu particéo
com diclorometano e esta fragao final foi evaporada até secura e pesada.

Foi feito o “clean up” da fracao final ressuspendendo-a em acetonitrila grau
cromatografico na concentracdo de 1 mg/mL, passada em cartuchos de C18 (Sep-
pak) e posteriormente filtrada. A analise por CLAE seguiu o método descrito na

secao 3.2. Na sequéncia de analise, além da injecao da mistura padréao licarina B e
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grandisina, também foram injetados 20 puL dos seguintes padrdes preparados em
acetonitrila grau cromatografico e na concentracdo de 1 mg/mL: isoelemicina,

elemicina, dilapiol, apiol, miristicina e lignana 7.
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3.5. Variacao diaria, interfolhas e sazonal

3.5.1 Procedéncia das amostras vegetais

A populacdo de plantas selvagens que foi escolhida para os estudos de
variagdo sazonal, variacao interfolhas e os dois estudos de variacao diaria localiza-
se na Reserva da Cidade Universitaria Armando de Salles Oliveira (RCUASO).
Foram selecionados quatro individuos chamados de 1, 2, 3 e 4 e com os cédigos de
coleta Kato-548, Kato-549, Kato-550 e Kato-663 respectivamente. As exsicatas
foram enviadas para Prof. Dra. Elsie Franklin Guimardes do Instituto de Pesquisas
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro para identificacao botanica.

O espécime 1 era um arbusto com mais de 2 metros de altura e com grande
namero de folhas, que apresentavam cor verde escura e poucos sinais evidentes de
predacédo ou ataque de patégenos. Os espécimes 2 e 3 eram arbustos mais baixos,
em torno de 1,5 metro de altura, também com folhas verde escuras, e algumas com
sinais de predacado por herbivoros e/ou manchas esbranquicadas. O espécime 4
apresentava altura média de 1,8 metro com folhas verde escuras e poucos sinais de
predacdo ou manchas. Todas se encontravam nas margens do pequeno riacho cuja

nascente esta na RCUASO.

3.5.2. Primeiro estudo de variacao diaria

Durante os dias 25, 26 e 27 de marco de 2005 foram feitas as amostragens
das plantas 1, 2 e 3 com retirada de uma folha, uma inflorescéncia e um trecho de
caule de aproximadamente 4 cm a cada 2 horas durante 48 horas. A selecdo das

amostras foi aleatéria e coletadas em diferentes alturas da planta. Evitaram-se
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tecidos que apresentassem sinais de predacdo ou ataque de patégenos. A coleta
iniciou-se as 16 horas do dia 25 e encerrou-se as 16 horas do dia 27 gerando 192
amostras. A temperatura do ar local oscilou entre 19°C e 16°C atingindo o minimo
entre 4 e 6 horas da manha. O tempo foi chuvoso durante parte do dia e da noite, e
nos momentos que ndo chovia, o céu permaneceu encoberto.

Imediatamente apds a coleta, os tecidos foram lavados com agua destilada,
secos com papel toalha, resfriados e transportados em gelo seco. Depois de
pesadas (massa do tecido fresco), as amostras ficaram estocadas em freezer a -
72°C até o momento de se efetuar a extracao.

Para se obter o extrato bruto, os tecidos foram triturados manualmente em
almofariz com nitrogénio liquido e desidratados em liofilizador até a amostra ficar
visualmente seca (periodo aproximado de 24 horas). Manteve-se o material
congelado com gelo seco durante a liofilizacao e, em seguida, pesou-se novamente
(massa do tecido seco). A amostra s6 foi manipulada na temperatura ambiente apés
estar desidratada. Adicionou-se acetato de etila (50mL de solvente/g de massa
seca), o material foi mantido em ultrassom por 30 minutos e macerado por 24 horas
aproximadamente. Apés filtracao, o solvente foi evaporado até a secura. Repetiu-se
a maceragéo a frio com acetato de etila mais uma vez. Reuniram-se os dois extratos
de cada amostra e pesou-se o extrato bruto (massa do extrato bruto).

Foi feito um tratamento prévio (clean up) a anélise por CLAE que consistiu em
ressuspender o extrato bruto em acetonitrila grau cromatografico em volume
suficiente para obter uma solugdo de concentracdo maxima de 1 mg/mL. Essa
solucdo era passada em cartuchos de C18 (Sep-pak) para remover compostos de
baixa polaridade, e posteriormente filtradas (Millipore). Essas amostras foram

injetadas no cromatografo usando o método de analise descrito na se¢ao 3.2.
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3.5.3. Variacao interfolhas

No dia 26 de fevereiro de 2006 as 14 horas foram coletadas em diferentes
alturas nove folhas da planta 1 e dez folhas da planta 2. A selegéo foi aleatéria e
procurou-se tecidos com poucos sinais de predacao ou presenca de patdégenos .

O tratamento e transporte dos tecidos, bem como a obtengéo do extrato bruto
e o clean-up, foram feitos seguindo os mesmos procedimentos para o primeiro

estudo de variagdo diaria descritos na se¢éo 3.5.2.

3.5.4. Segundo estudo de variacao diaria

Durante os dias 6, 7 e 8 de abril de 2007 foram feitas as amostragens
das plantas 2, 3 e 4 presentes na Reserva CUASO (Cidade Universitaria Armando
de Salles Oliveira) com retirada de trés folhas de cada espécime em alturas
diferentes a cada 2 horas durante 48 horas. As folhas foram selecionadas de modo a
nao a possuirem sinais de predacédo ou doencas, como manchas. A coleta iniciou-se
as 14 horas do dia 6 e encerrou-se as 12 horas do dia 8 gerando 196 amostras. A
temperatura do ar oscilou entre 15°C e 20°C atingindo o minimo entre 2 e 4 horas da
manha. No dia 07 comecou a chover por volta das 18 horas, e a chuva se estendeu
até a ultima coleta.

Apés a retirada da planta, as folhas foram lavadas com &agua destilada,
secadas com papel toalha, tomadas as medidas de comprimento e largura,
resfriadas e transportadas no gelo seco. Apds pesagem (massa do tecido fresco),
ficaram estocados em freezer a -72°C até o momento da extracéo.

A obtencdo do extrato bruto seguindo o protocolo de estudo de variacédo

interfolhas e do primeiro estudo diaria, descrito na secao 3.5.2, se mostrou muito
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moroso, pois o aparelho de liofilizagdo recebia somente sete amostras de cada vez.
Para agilizar o processo, optou-se por uma mudanga no procedimento de extracéo
que eliminasse a etapa de liofilizagdo, mas ainda evitando secagem em estufa.

Cada folha foi, entdo, triturada em almofariz com nitrogénio liquido e
transferida para um tubo falcon de 20 mL. A seguir colocou-se 15 mL de mistura com
85% de metanol em agua, passou-se por aproximadamente 1 minuto por voértice
(turrax) com velocidade de 13.500 rpm e 20 minutos em ultrassom. Deixou-se
macerando a frio durante dois dias. Procedeu-se filtracdo em algodao e evaporacao
do metanol no centrivap por 6 horas no minimo. A fase aquosa resultante sofreu
particdo com 8 mL de diclorometano ficando em repouso por 1 dia. A fase orgéanica
foi transferida para um recipiente tarado, o diclorometano evaporou até a secura e
por fim pesou-se o recipiente para determinar a massa de extrato bruto.

O “clean up” prévio a analise por CLAE consistiu em ressuspender o extrato
bruto em acetonitrila grau cromatografico em volume suficiente para obter uma
solucdo de concentracdo maxima de 1 mg/mL. Essa solucdo era passada em
cartuchos de C18 (Sep-pak) para remover compostos de baixa polaridade, e
posteriormente filtrada.

As amostras foram injetadas no cromatografo usando o método de andlise e a

sequéncia de injecao descritas na secao 3.2.
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3.5.5. Variacao sazonal

A amostragem para o estudo de variagao sazonal foi feita durante todo o ano
de 2007 com as coletas de trés folhas das plantas numeros 2, 3 e 4 uma vez por
més em torno das 14 horas (tab. 3.3.). Nos meses em que vigorava o horario de

verao, a coleta foi feita em torno das 15 horas

Tabela 3.3. Datas de amostragem do estudo de variagdo sazonal.

Numero da

Data da coleta
amostragem

12 de janeiro

09 de fevereiro

09 de margo
06 de abril
11 de maio
08 de junho
13 de julho

10 de agosto

14 de setembro
05 de outubro
09 de novembro

Sl2|lolo|o|N|jlolo|rlw|N|=

07 de dezembro

Os critérios de selecao dos tecidos, o tratamento das amostras, a obtencao
do extrato bruto, o “clean up” e o0 método de analise por CLAE seguiram 0os mesmos
procedimentos adotados para o segundo estudo de variacdo diaria descritos na

secao 3.5.4.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO
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4.1. Avaliacao do método analitico

4.1.1. Reprodutibilidade das analises cromatograficas

A injecdo da mistura padrdo de licarina B e grandisina nas vinte e uma

sequéncias de andlises cromatograficas, conforme descrito na segcédo 3.2, para os

estudos diérias, interfolhas e sazonal, permitiu avaliar a reprodutibilidade do método

em termos de tempo de retencdo e da porcentagem de area em relagcdo a area

integrada total, e atribuir os picos cromatograficos comparando-se os tempos de

retencdo. A figura 4.1. apresenta o cromatograma tipico dessa mistura.
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Figura 4.1. Cromatograma da mistura licarina B e grandisina usada como padrdo nas andlises

cromatograficas.

Como exemplo, a tabela 4.1. apresenta os valores para trés sequéncias de

injecéo.
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Tabela 4.1. Tempos de retencdo e % da area total das injecbes da mistura padrido licarina B e
grandisina em trés seqiiéncias de injegao.

Data da Namero da Grandisina Licarina B

seqizjeer;cgﬁ de milsrljljer%aga(cjjerléo Tempo de % do extrato Tempo de % do extrato

retencdo (min) bruto retencdo (min) bruto

1 9,056 34,13 9,710 64,61

2 9,198 33,59 9,854 65,98

3 9,183 33,82 9,842 65,52

31/10/2007 4 9,142 33,72 9,802 65,79

5 9,024 34,29 9,670 65,31

Média 9,121 33,91 9,776 65,44

Desvio-padrdo 0,077 0,29 0,082 0,53

1 9,663 34,79 10,39 64,11

2 9,682 34,81 10,39 64,25

3 9,671 34,76 10,369 61,19

22/01/2008 4 9,546 34,48 10,254 62,22

5 9,475 34,55 10,182 64,61

Média 9,607 34,68 10,317 63,28

Desvio-padrdo 0,092 0,15 0,094 1,49

1 9,889 35,29 10,563 63,73

2 10,209 34,49 10,898 64,84

3 10,362 33,32 11,044 66,00

4 10,124 36,02 10,804 62,93

5 9,989 35,61 10,671 63,12

04/02/2008 6 10,069 35,05 10,752 64,07

7 9,988 33,43 10,672 65,05

8 10,060 35,32 10,792 63,75

Média 10,086 34,82 10,771 64,19

Desvio-padrdo 0,147 0,99 0,151 1,04

Conforme o numero de amostras, a mistura padrao foi injetada até nove

vezes em uma Unica sequiéncia. A analise estatistica dos valores de cada conjunto

separadamente mostrou que ha boa reprodutibilidade do método considerando os

baixos valores dos desvios padrdao porcentuais, que foram menores ou iguais a 1%

para as porcentagens médias das areas da grandisina e da licarina B, e menores ou

iguais a 2% para os tempos de retencao médios.

Também o método se mostrou reprodutivel quando se considerou a diferencga

entre os tempos de retencdo da grandisina e da licarina B, que apresentou valor

médio de 0,7 minutos com desvio padrao porcentual menor ou igual a 1%.

Ficou

igualmente baixo o desvio padrdo porcentual da relacado entre as porcentagens de
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area da licarina B e da grandisina dentro de uma mesma sequéncia (menor ou igual
a 2%).

No entanto, quando se considera todo o conjunto de sequiéncias de analise
(tab. 4.2.), no qual a mistura padrao foi injetada 92 vezes, os desvios padrdo
porcentuais aumentaram passando para até 5,6%. Os dados mostram que ha
diferencas significativas entre as séries de injecado com variagdes nos tempos de
retencdo médios para os dois padrdes, na porcentagem de area em relacao a area
total do cromatograma, e na relacdo entre as porcentagens de licarina B e

grandisina.

Tabela 4.2. Analise estatistica de todas as inje¢6es da mistura padréo licarina B e grandisina.

(0] o —
oSa | 868 E| ,s, |S5E E£|28g°E| 258
2L g®T o8| ©° SmBo8| 0P E|l TS5TG
SO | 9E®T S oG = | 9@ 4O 5 00w o ® @ 2
0@ .= = =m0 P D 9.@ € S bt ©EC D @@ cm oo T
o (@] o = [+ O On = C
T E 9D oT = OTE Cecom«=| €928 @O 5 g
EC:v q)'olm"am Ecmv m._xcﬁ"am mmg_sc OQ\OOL
e g S SEFEE| 028 S8 5|5, 8Es5| 25 O
=0 R S == Lo g ’58“%g TeS3
Média 9,473 34,55 10,155 64,30 0,68 1,86
Desvio- 0,369 1,169 0,376 1,536 0,019 0,104
padrao
Desvio 3,9 3,4 3,7 2.4 2.8 5,6
porcentual
Menor valor 9,024 31,580 9,670 60,030 0,646 1,578
Maior valor 10,362 38,040 11,044 67,510 0,732 2,138

Entre sequiéncias, o tempo de retencdo da grandisina assumiu valores entre
9,0 minutos e 10,4 minutos, ou seja, uma amplitude maior do que um minuto. O
mesmo se observa para a licarina B, cujo menor tempo de retengéo foi 9,7 minutos,
e o0 maior foi de 11,0 minutos. A relagdo entre as porcentagens de area da licarina B
e da grandisina apresentou a maior variacao relativa com desvio padrao de 5,6%.

Considerando cada sequéncia isoladamente, o método analitico apresentou
boa reprodutibilidade tanto em termos de tempo de retencdo quanto de porcentagem

da area em relacdo a area total, mas a comparacao entre sequiéncias apresenta
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variagdes significativas entre os parametros, e que poderiam comprometer a
atribuicao dos picos. Portanto, a injecao intercalada da mistura padrao de licarina B
e grandisina entre as amostras em todas as sequUéncias de analise mostrou-se
fundamental na identificacdo dos picos cromatograficos e acompanhamento da

resposta do aparelho.

4.1.2. Identificacao dos picos cromatograficos

Nos estudos de variabilidade intraespecifica, descritos na secdo 3.4, os

metabolitos isoelemicina, elemicina, dilapiol, apiol, miristicina, grandisina e lignana 7

foram identificados comparando-se os tempos de retencao dos picos presentes nas

amostras com os padrdes injetados na mesma seqiéncia (tab. 4.3).

Tabela 4.3. Tempos de retengdo médio dos padrdes cromatograficos.

~ elemicina o apiol/ - ,
Padrao isoelemicina miristicina dilapiol grandisina | lignana 7
Tempo de retengao 7,693 7,936 9,230 | 9,494 10,838
médio (min)

O enriquecimento da solucao acetonitrilica do extrato bruto com os padroes
mostrou que nao ha variagcao significativa do tempo de retencdo quando se compara
0 padréo isolado e ele junto com os outros compostos que compdem o extrato bruto,
como mostra a comparagao entre o extrato bruto ndo enriquecido e enriquecido com

grandisina (fig 4.2.).
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Figura 4.2. Cromatograma do extrato bruto (acima) e do extrato bruto enriquecido com grandisina
(abaixo).

A identificagdo da grandisina e do apiol/dilapiol nos cromatogramas dos
estudos de variacao diaria, interfolhas e sazonal foi feita usando-se como referéncias

0s picos na mistura padrao licarina B e grandisina.
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4.2. Variacao no perfil metabdlico por secagem em estufa

Como as enzimas presentes nos tecidos vegetais podem estar ativas o
suficiente para manter as vias metabdlicas funcionais mesmo apés a coleta, as
concentragdes relativas dos metabdlitos poderiam variar com o tempo durante o
transporte em temperatura ambiente ou durante a secagem em estufa. Ha também a
possibilidade de degradacao térmica dos metabdlitos submetidos a temperatura de
50°C, condigcéo presente na estufa de secagem. Como as analises dos estudos de
variagdo sazonal e diaria se baseiam nas concentragbes relativas, tornou-se
importante verificar a influéncia da temperatura de manipulacao dos tecidos no perfil
cromatografico.

A figura 4.3. e 4.4 apresentam, respectivamente, os cromatogramas tipicos do
extrato bruto das folhas do lote que foi secado por liofilizacdo, e das folhas do lote

que foi secado em estufa.
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Figura 4.3. Cromatograma das folhas de P. solsianum do lote que foi secado por liofilizagao.
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Figura 4.4. Cromatograma das folhas de P. solsianum do lote que foi secado em estufa a 50°C.

A tabela 4.4. apresenta os valores de integracao dos trés picos mais intensos,

nomeados 1, 2 e 3, dos trés cromatogramas do lote que foi secado em liofilizador.

Tabela 4.4. Porcentagem de area em relagéo a area total do extrato bruto de folhas de P. solmsianum
obtido através de secagem por liofilizac&o.

Nurr_lerci 1 > 3

do pico

Tempo de % do Tempo de % do Tempo de % do

retencao extrato retencao extrato retencao extrato

(min) bruto (min) bruto (min) bruto

7,663 73,42 9,204 11,03 9,463 10,65

7,756 72,14 9,326 10,56 9,599 10,12

7,699 72,85 9,305 10,87 9,483 12,46

Média 7,706 72,80 9,278 10,82 9,515 11,08

Desvio- 0,047 0,64 0,065 0,24 0,073 1,23
padrao

* 0s picos estdo numerados no cromatograma da figura 4.3.

A tabela 4.5 apresenta as porcentagens de area em relagdo a area total dos
trés picos mais intensos, nomeados 1, 2 e 3, dos trés cromatogramas referentes ao

lote que foi secado em estufa a 50°C.




66

Tabela 4.5. Porcentagem de area em relagé@o a area total do extrato bruto de folhas de P. solmsianum
obtido através de secagem em estufa.

Nurr_lero* 1 > 3

do pico

Tempo de % do Tempo de % do Tempo de % do

retencao extrato retencao extrato retencao extrato

(min) bruto (min) bruto (min) bruto

7,696 78,93 8,786 1,11 9,499 15,49

7,623 79,13 9,103 2,12 9,52 16,42

7,722 79,02 8,889 1,45 9,485 15,67

Média 7,680 79,03 8,926 1,56 9,501 15,86

Desvio- | 54 0,10 0,162 0,51 0,018 0,49
padrao

* 0s picos estdo numerados no cromatograma da figura 4.4.

O composto identificado pelo pico numero 2 esta presente em menor
quantidade no extrato bruto que foi submetido a secagem em estufa em comparacao
ao extrato obtido por liofilizacdo indicando possivel degradacao térmica ou consumo
durante metabolismo da folha apés coleta.

Como ha indicios de mudancas nas quantidades relativas dos metabdlitos
secundarios quando a amostra € secada em estufa e manipulada na temperatura
ambiente, os protocolos de tratamento dos tecidos vegetais foram elaborados de
modo a nao usar estufa para remocao da agua, e manté-los congelados durante o

transporte e a manipulacao até secagem.
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4.3. Variacao intraespecifica

As figuras 4.5. até 4.10 apresentam os cromatogramas obtidos de cada um

dos tecidos (folhas ou caules) dos sete espécimes coletados em diferentes

g
= Detcstor A28 nm | 1800
— 4
Abf
Reztenfion Time
21 Area F 1600
=
g1 F 1400
=
g1 E 1200
=
g1 E 1000
o
T g Feon T
e 200 T
g [0
2
2 F 400
g Fz00
- U 0
a
= : , : ; ; T ; ; ; " ; . ; T ; -200
0.0 15 a0 75 00 12.5 15.0 17.5 0.0 135 5.0 75 0.0 325 5.0 A 40.0
Minutes
= Doector A-240 nm
2 — ke E1s00
- dbs
Retention Time
Area
a
21 E 1600
=
g1 E 1400
=
EE E 1200
=
ER E 1000
=)
E 2
c 2 Feoo E
24 Fa00
g9 Faoo
24 Fzo0
- w«l kJ ’L . o
1
& T T T T T T T T T T T T T T T -300
ik} 15 50 75 0.0 126 150 7.8 0.0 116 5.0 75 0.0 325 5.0 378 40.0
Minutes

Figura 4.5. Cromatograma da folha (acima) e do caule (abaixo) do espécime Kato-473.
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Figura 4.6. Cromatograma da folha (acima) e do caule (abaixo) do espécime Kato-485.
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Figura 4.8. Cromatograma da folha do espécime Kato-551.
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Figura 4.9. Cromatograma da folha (acima) e do caule (abaixo) do espécime Kato-549.
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Figura 4.10. Cromatograma da folha (acima) e do caule (abaixo) do espécime Kato-571.
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Figura 4.11. Cromatograma da folha (acima) e do caule (abaixo) do espécime Kato-626.

A tabela 4.6. apresenta os valores de porcentagens de area em relagdo a

area total do cromatograma do extrato bruto para os espécimes coletados e seus

respectivos tecidos.
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Tabela 4.6. Porcentagens da area em relacdo a area total dos cromatogramas do estudo intraespe-

cifico com as respectivas atribuicées dos picos.

Tempo de retencéo

o : 3,662 | 7,693 | 7,936 | 9,230 | 9,494 | 10,838 | 13,192 | 13,925
médio (min)
« (43 ©
Codigo de £s| 5 |32| 5| *®
i =£E| = 2 a S S
coleta | 16Cido £Eo | @ o | E s
Lo = o © o
o O E o =
@
folna | 0,58 | 17,42 48,68 | 20,13 | 0,67
Kato-473
caule 23,62 67,54 0,29
folha 9,45 81,50
Kato-485
caule 8,72 81,16
Kato-486-1 | folha 4,93 28,64 | 44,89
folha 16,03 | 40,76
Kato-549
caule 4,13 24,57 | 43,07
Kato-551 folna |22,44 | 32,90 | 25,78 | 1,26 0,30
folha 5,46 70,39
Kato-571
caule 1,42 53,48
folha 53,06 26,17 | 10,34 0,69 1,27
Kato-626
caule 36,59 51,93

Esses dados mostram que ha diferengas significativas nos perfis

cromatograficos entre os diferentes individuos. Nao se observou nenhum composto

que estivesse presente em todos os espécimes em quantidades detectaveis. Os

picos de elemicina, isoelemicina, apiol e dilapiol aparecem em quase todos, mas

estdo ausentes em Kato-571. Nesta mesma planta ha um pico intenso e nao

identificado em 13,925 min que esta ausente ou pouco pronunciado nas outras, além

de outro pico menos intenso em 13,192 min e que nao foi detectado nas outras

plantas. Em Kato-551 também se observa um pico nao identificado com tempo de
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retencdo médio de 3,662 min, e que esta ausente, ou com pequena intensidade, nas
outras plantas.

Mesmo avaliando individuos de uma mesma populacdo, como é o caso dos
espécimes Kato-485 e Kato-486-1 que foram colhidos no mesmo dia e proximos um
do outro, a diferenca entre os perfis cromatograficos € bem marcante. Em um deles
o pico referente ao metabdlito apiol/dilapiol € predominante, enquanto que na outra
planta esse metabdlito ndo é detectado, e sobressaem os picos devidos a grandisina
e alignana 7.

Na comparagdo entre tecidos de um mesmo individuo ha poucas diferengas
qualitativas. A presenca de um composto na folha também pode ser detectado no
caule. Excecdo para a grandisina, que nos individuos Kato-473 e Kato-626
apresenta pico intenso nas folhas, mas nao é identificado no caule. Em um caso,
Kato-485, o perfil cromatografico do caule e da folha € bem semelhante com
variagdo quantitativa baixa, menor do que 9%. Para os outros espécimes, as
diferengas quantitativas sdo mais marcantes, como em Kato-626, no qual a diferenca
esta em torno de 100%.

Como semelhangca entre os cromatogramas pode-se apontar a pouca
complexidade do perfil cromatografico. Em todos os espécimes estudados localizam-
se apenas dois ou trés picos predominantes. Considerando-se que esses extratos
brutos foram preparados a partir de muitas folhas de um mesmo individuo, ou ainda
da planta inteira, esse perfil cromatografico mais simples € um comportamento
médio, e que nao representa obrigatoriamente o perfil de uma Unica folha, visto que
o estudo interfolhas, cujos dados estdo apresentados na secdo 4.5, e 0 segundo
estudo diaria, secdo 4.6, mostram que algumas folhas tém perfil cromatogréafico
muito mais complexo.

Contudo, esse estudo nao permite identificar as razdes dessa variabilidade
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qualitativa e quantitativa entre espécimes provenientes de diferentes localidades.
Como a coleta foi feita em épocas do ano distintas, e em horéarios diversos, essas
diferengas podem ser oriundas de variagao diaria e/ou sazonal. Outros fatores, como
clima, solo, altitude, poluicao, estresse hidrico, irradiagdo solar, também devem ser

considerados (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).
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4.4. Primeiro estudo de variacao diaria

Os dias e os horarios de coleta, as massas do tecido fresco (massa fresca) e
do tecido seco (massa apos liofilizacao), e as porcentagens de area de apiol/dilapiol
e de grandisina em relacdo a area total do cromatograma do extrato bruto
encontram-se reunidas no anexo |.

Considerando apenas as folhas e comparando as trés plantas, ha diferencas
marcantes na variacao de porcentagem de cada metabdlito ao longo do tempo. Na
planta 1 (fig. 4.12.), as variagbes sdo grandes, com a grandisina atingindo valor
minimo em torno das vinte horas, e chegando até o maximo as dez horas da manha.
Apiol/dilapiol apresentou alteragdes menos acentuadas oscilando entre minimo

também as oito horas da noite até valor maximo as dez horas da manha.
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Figura 4.12. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas folhas da planta 1.

As duas horas da manhd ha um abrupto aumento da porcentagem de
grandisina, e que contrasta com os valores bem menores desse metabdlito nos
horarios anteriores e posteriores. Como na amostragem desse estudo foram
coletadas apenas uma folha em cada horéario, ndo ha possibilidade de avaliar se

essa mudanca é representativa ou decorrente de erro de medida. Assim, surgiu a
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necessidade de uma amostragem estatisticamente mais relevante com coletas em
triplicata (segundo estudo de variagcéo diaria).

Contrastando com a planta 1, na planta 2 (fig. 4.13.) as amplitudes das
alterac6es temporais sao bem menores. A porcentagem de area do apiol/dilapiol fica
em torno de 20%, e a de grandisina fica em torno de 80% atingindo valor maximo
para a grandisina as oito horas da manha e minimo as oito horas das noite, € o
apiol/ dilapiol atingindo teor maximo as dezesseis horas e teor minimo as oito horas

da manha (oscilacées com fase oposta).
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Figura 4.13. Variacdo temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas folhas da planta 2.

Na planta 3 (fig. 4.14.) as variacdes temporais sao mais evidentes do que as
observadas na planta 2, mas sdo menos pronunciadas do que na planta 1. A
grandisina e o apiol/dilapiol atingem valores minimos as oito horas da manha, e
valores maximos as seis horas da tarde. Os valores para apiol/dilapiol sdo mais
uniformes tendo oscilagbes com baixa amplitude ao longo das vinte horas
analisadas.

Similar a planta 1, também ha um aumento e queda abrupta no teor de

grandisina, s6 que culminando as 4 horas. Novamente a falta de uma amostragem
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estatisticamente mais significativa impede de se avaliar se este fato é relevante ou

nao.
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Figura 4.14. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas folhas da planta 3.

Considerando o caule, a planta 1 (fig. 4.15.) também mostra variacoes

acentuadas na porcentagem de grandisina passando de um valor minimo as oito

horas da noite até atingir um valor maximo as quatro horas da manha. O

apiol/dilapiol apresenta mudancas menos pronunciadas, com o valor minimo

coincidente com a grandisina, até atingir o maximo as duas horas da manha.
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Figura 4.15. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina no caule da planta 1.

Assim como nas folhas, a variagcdo temporal no caule da planta 2 (fig. 4.16.)
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também é pouco pronunciada com os teores de grandisina assumindo valores

minimos as dezesseis horas e maximos as duas horas, e o apiol/dilapiol atingindo o

minimo as quatro horas e maximo as vinte horas.
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Figura 4.16. Variacdo temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina no caule da planta 2.

Na planta 3 (fig. 4.17.) as oscilagbes dos dois metabdlitos no caule

apresentam amplitudes maiores do que na planta 2, e menores do que na planta 1,

semelhante ao que ocorre nas folhas. A grandisina apresenta valores maximos as

dezoito horas e vinte e duas horas, e valor minimo as oito horas da manha. Ja o

apiol/dilapiol apresenta valor maximo entre dezoito horas e vinte e duas horas, e

valor minimo as oito horas.
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Figura 4.17. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina no caule da planta 3.
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Nas inflorescéncias da planta 1 (fig. 4.18.), as oscilagdes apresentam baixa
amplitude, em torno de 10%. Como esse tecido ndo foi coletado em todos os
horarios de amostragem, e pela pequena oscilacdo, a avaliacdo dos valores de
minimo e maximo € incerta.

De modo similar, as oscilagdes temporais dos metabdlitos nas inflorescéncias
da planta 2 (fig. 4.19) variam com baixa magnitude e foram de fase, ja que as 10h00

a grandisina atinge teor maximo e o apiol/dilapiol atinge teor minimo.
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Figura 4.18. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas inflorescéncias da planta 1.

Varia¢do diaria na inflerescencia - Planta 2

[=a)
=

-
=
[ |
|
||

[ =
[ R
&

=
L
-
'3
N
I

Ll e I T |
=

= O

16h0a0 21had0 Zhaa Zhaa 12h00
horario de coleta

% de drea em relagio 4 drea total do
extrato bruto
==
=

m Apiolfdilapiol & Grandisina

Figura 4.19. Variacdo temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas inflorescéncias da planta 2.
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As variacOes temporais dos metabdlitos secundarios das inflorescéncias na

planta 3 (fig. 4.20.) ja sdo mais acentuadas, com a grandisina atingindo um valor

minimo as duas horas da manha e um pico maximo a meia noite. O apiol/dilapiol

atingiu seu minimo a meia-noite e seu maximo as duas horas a manha.

% de area em relagdo 4 area total do
extrato bruto
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Figura 4.20. Variacao temporal do teor de apiol/dilapiol e grandisina nas inflorescéncias da planta 3.

A tabela 4.7 resume os horarios de maximo € minimo para cada um dos

metabolitos secundarios estudados em cada um dos tecidos.

Tabela 4.7. Horarios de maxima e de minima concentragdo dos metabdlitos grandisina e apiol/dilapiol
no extrato bruto para as plantas 1,2 e 3.

Planta 1 Planta 2 Planta 3
Tecido Metabolito
maximo | minimo | maximo | minimo | maximo | minimo

apiol/dilapiol | 10h00 | 20h00 | 16h00 8h00 18h00 8h00

folha
grandisina 10h00 | 20h00 8h00 20h00 | 18h00 8h00
apiol/dilapiol | 2h00 20h00 | 20h00 4h00 18h00 8h00

caule
grandisina 4h00 | 20h00 | 2h00 | 16h00 | 18h00 | 8h00
apiol/dilapiol | n. a. n. a. 10h00 | 16h00 | 2h00 0h00

inflorescéncia

grandisina n. a. n. a. 20h00 | 10h00 | 0hOO 2h00

n. a. = valor njo avaliado
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Na planta 1 o teor minimo dos dois metabdlitos tanto no caule quanto nas
folhas ocorria no inicio da noite, enquanto que na planta 3 ocorria no inicio da
manha. O teor maximo também se deu com fase invertida; na planta 1 ocorreu no
meio da noite/inicio da manh4, e na planta 3 incidiu no inicio da noite. Na planta 2 a
oscilacao temporal ocorreu fora de fase comparando-se os dois metabdlitos nos trés
tecidos. Em todos os casos a distancia entre os teores minimo e maximo n&o foi de
24 horas, como era de se esperar para fendbmenos circadiano (Webb, 20083).
Contudo, como os dados analisados abrangem apenas as 20 horas iniciais de
coleta, ndo € possivel avaliar se essas variacbes temporais apresentam perfil
circadiano.
Os coeficientes de correlacao entre os trés tecidos e entre os trés espécimes
foram calculados para se avaliar a semelhanca da variagdao temporal dos metabdlitos

apiol/dilapiol (tab. 4.8.) e grandisina (tab. 4.9.) dentro daquela populacao.

Tabela 4.8. Coeficientes de correlagao entre os tecidos e entre os espécimes considerando as
variagdes temporais do metabdlito apiol/ dilapiol. Os quadros em cinza indicam
correlacdes entre tecidos de uma mesma planta.

apiol/dilapiol
o 8-‘_ oS o e« o < o P ae
= o8 c 8 =) o8 c 8 =) o8
- . L —
[en [en [en C [en [en C C
S s O & ° & S s O & ° & S & O g
[@ R = 0 w © oL = 0 L © oL = 0
ot T ot o T ot o To

Folha planta 1 0,512 0,565 0,181 0,198 0,078 -0,518 | -0,310 | 0,598
Caule planta 1 0,624 0,125 0,412 0,303 -0,579 | -0,521 | -0,350
Infloresc. planta 1 -0,109 -0,149 0,244 -0,489 -0,575 | -0,079
Folha planta 2 0,108 0,397 -0,027 | -0,084 | 0,277
Caule planta 2 0,309 -0,810 | -0,273 | -0,260
Infloresc. planta 2 -0,468 -0,301 | -0,221
Folha planta 3 0,473 | 0,125

Caule planta 3 0,156
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Tabela 4.9. Coeficientes de correlagao entre os tecidos e entre os espécimes considerando as
variagoes temporais do metabdlito grandisina. Os quadros em cinza indicam correla¢des
entre tecidos de uma mesma planta.

grandisina

Caule
planta 1
Infloresc.
planta 1

Folha
planta 2

Caule
planta 2
Infloresc
planta 2

Folha
planta 3

Caule
planta 3
Infloresc
planta 3

Folha planta 1 0,547 0,691 0,627 0,406 -0,475 -0,567 | -0,410 | 0,167

Caule planta 1 0,683 0,528 0,559 -0,463 | -0,521 -0,317 | -0,223
Infloresc. planta 1 0,393 0,489 -0,371 -0,465 | -0,726 | -0,091
Folha planta 2 0,554 0,240 -0,699 | -0,227 | -0,251
Caule planta 2 0,489 -0,872 | -0,421 | -0,172
Infloresc. planta 2 0,048 0,237 | 0,058
Folha planta 3 0,563 | 0,258
Caule planta 3 0,211

Este coeficiente, que assume valores entre -1 e +1, permite avaliar o grau de
dependéncia linear entre dois parametros. Valores positivos e iguais a unidade
indicam parametros diretamente proporcionais, e valores negativos e iguais a
unidade indicam parametros inversamente proporcionais (Magalhaes e Lima, 2005).

Considerando as plantas separadamente (coeficientes de correlacao
presentes nos quadros em cinza nas tabelas 4.8 e 4.9), a planta 1 e a planta 3
apresentam a maior e a menor semelhanca entre os trés tecidos para os dois
metabdlitos, respectivamente. Os coeficientes negativos que correlacionam as
variagcdes ocorridas na planta 3 com as ocorridas nos outros dois espécimes
apontam a existéncia de relacdes lineares inversamente proporcionais reforcando a
analise anterior que mostrou que os teores minimos e maximos na planta 3 ocorrem
em fase inversa comparados com os outros individuos.

Analisando o conjunto, os valores variaram expressivamente ficando, em
médulo, entre 0,048 (parametros praticamente independentes, ou seja, a variagao

que ocorre em um tecido pouco se parece com a variacao temporal em outro tecido)
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e 0,872 (varidveis com relacdo linear significativa) sugerindo que as mudancas
temporais desses dois metabdlitos tém comportamento muito heterogéneo entre
individuos, como os horarios de teores minimos e maximos (tab. 4.7) indicou. Esses
dados reforcam a idéia de que os individuos daquela populacao de P. solmsianum
possuem variagées temporais relativamente independentes; e que entre os tecidos
caule, folha e inflorescéncia em uma mesma planta o grau de semelhanca é baixo. O
segundo estudo diaria, com um universo amostral mais amplo, possibilitou confirmar

algumas conclusdes desta primeira avaliacao.
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4.5. Variacao intraespecifica interfolhas

Os resultados do primeiro estudo de variacdo diaria dos constituintes
quimicos das folhas de P. solmsianum, apresentados na se¢ao 4.4., sugerem que
podem existir variagbes marcantes entre folhas de um mesmo individuo coletadas
em um mesmo horario. Este estudo teve como objetivo dimensionar essa diferenca.

Avaliando-se as quantidades relativas dos compostos no extrato bruto, os
cromatogramas obtidos das dezenove folhas foram divididos em dois tipos. Um
deles apresenta perfil cromatografico bem simples tendo a apiol/dilapiol (tempo de
retencdo médio = 9,122 min) e a grandisina (tempo de retencdo médio = 10,068 min)
como picos majoritarios cujas areas perfazem mais de 50% da area total do extrato
bruto. O cromatograma da folha 5 € mostrado como exemplo (fig. 4.21). Treze

cromatogramas podem ser classificados dessa maneira perfazendo 68% do total.
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Figura 4.21. Cromatograma da folha 5 como exemplo de perfil mais simples.
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Um segundo tipo de cromatograma apresenta perfil mais complexo, no qual a

participacdo de outros compostos torna-se mais significativa e a soma das
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porcentagens de areas de apiol/dilapiol e grandisina fica menor do que 50% da area
total do extrato bruto. O cromatograma da folha 1 (fig. 4.22) é mostrado como

exemplo desse tipo de perfil, que perfaz aproximadamente 32% do total.
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Figura 4.22. Cromatograma da folha 1 como exemplo de perfil mais complexo.
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Como essas amostras foram coletadas no mesmo momento, e esses dois
tipos de perfis cromatograficos estdo presentes nos dois individuos indistintamente,
essa variagcdo nao deve ser nem de carater temporal e nem de carater
intraespecifico. Assim, ha possibilidade das folhas com teores maiores de outros
compostos além do apiol/dilapiol e da grandisina terem sido atacadas por
patdgenos, e essa mudanca indicar resposta daquele tecido a essa agressao.

A tabela 4.10. apresenta o comprimento e a largura das folhas coletadas, a
massa fresca e os valores de area relativa a area total do cromatograma, em
porcentagem, do apiol/dilapiol e da grandisina nas amostras. Também foi calculada
a relacéo porcentual apenas entre a apiol/dilapiol e a grandisina desconsiderando os

outros compostos presentes, e que foi chamada de teor normalizado.



Tabela 4.10. Dados do estudo da variagao intraespecifica interfolhas.

Planta 1
% de area em relacao
Ne da Coorlr;pr. Largura| Massa éeiltf:t (t)o;erlll;ioo teor normalizado
folha folha da folha| fresca Apiol/ Srandioima Apiol/ randioina
Dilapiol Dilapiol
1 9,2 3,9 0,3537 9,89 10,32 48,94 51,06
2 7,0 3,7 0,2833 | 12,87 13,21 49,35 50,65
3 8,0 4,0 0,3818 | 15,29 17,6 46,49 53,51
4 6,7 3,9 0,4000 | 25,54 37,64 40,42 59,58
5 9,2 4,6 0,5481 29,52 49,74 37,24 62,76
6 13,5 6,2 1,0238 | 30,45 47,82 38,90 61,10
7 11,5 5,7 0,7355 | 12,75 14,32 47,10 52,90
8 15,0 8,5 1,7100 | 26,91 41,79 39,17 60,83
9 14,5 7,2 1,4780 | 27,88 46,00 37,74 62,26
Média 21,23 30,94 42,82 57,18
Desvio-padrao 8,33 16,66 5,04 5,04
Plantg 2 _
Neda | SR | Largura | Massa |77 02 FL G| ormalizado
folha extrato bruto
Dpi‘lgip?ilclal Grandisina D‘?Ir;i:ilcl)l Grandisina
10 12,3 5,9 0,9744 | 28,64 48,58 37,09 62,91
11 13,0 5,7 0,8001 19,33 24,42 44,18 55,82
12 17,0 9,7 |2,2808 | 30,18 43,58 40,92 59,08
13 15,5 8,5 1,8572 | 30,51 48,83 38,45 61,55
14 14,0 7,5 1,1995 | 13,89 17,93 43,65 56,35
15 17,0 9,0 2,4572 | 28,91 45,39 38,91 61,09
16 16,5 9,6 2,2570 | 30,28 46,47 39,45 60,55
17 18,0 10,6 | 2,4780 | 24,61 37,02 39,93 60,07
18 18,0 10,0 | 2,3836 | 35,08 55,71 38,64 61,36
19 21,5 12,5 | 3,8344 | 23,11 33,04 41,16 58,84
Média 26,45 40,10 40,24 59,76
Desvio-padrao 6,27 11,88 2,28 2,28

87
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A figura 4.23. apresenta o gréafico de barras da grandisina e do apiol/dilapiol
para cada uma das folhas considerando a porcentagem da area em relacao a area
total do extrato bruto. A variacdo interfolhas desses dois metabdlitos é muito alta
considerando que o desvio padrdao porcentual é de 20% até 55% do valor médio
tanto para o apiol/dilapiol quanto para a grandisina, e que o maior valor é seis vezes

0 menor valor.

Variagdo Interfolhas -valores ndo normalizados
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Figura 4.23. Variacao interfolhas (ndo normalizada) da % de area do apiol/dilapiol e da grandisina.

As amostras numero 1, 2, 3, 7, 11 e 14 apresentaram cromatogramas com
perfil mais complexo, e que correspondem aqueles com menores teores de
grandisina e apiol/dilapiol, pois ha outros compostos cujos picos ficaram mais
intensos e diminuiram a participacao relativa da area da grandisina e do apiol/dilapiol
em relacdo a area total do extrato bruto. Se essas amostras forem desconsideradas,
as folhas apresentam um perfil mais homogéneo com amplitudes de variacao
menores e com o desvio padrao percentual mais baixo variando de 7% até 15%.

Analisando-se os teores normalizados para o apiol/dilapiol e a grandisina, o
desvio padrédo cai muito ficando entre 4% a 12% do valor médio. Isto indica que as

relacdes entre as porcentagens de area de apiol/dilapiol e de grandisina presente no
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extrato bruto sdo bem proximas entre as diferentes folhas amostradas (fig. 4.24.).

Variagao Interfolhas - valores normalizados [g Apiol/dilapiol

B Grandisina

% de area em relagdo a area total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19
Mumero da folha

Figura 4.24. Variacao interfolhas da % de area normalizada para o apiol/dilapiol e a grandisina.

Além disso, ha bastante semelhanca entre os dois individuos mesmo
analisando-se folhas com perfil metabdlico mais complexo, j& que as médias das
porcentagens dos dois metabdlitos ndo apresentam diferencas maiores do que 7%
estando, para aquela amostragem, a grandisina 50% maior, em média, do que o
apiol/dilapiol. Assim, a avaliacdo das quantidades relativas (normalizadas) de
apiol/dilapiol e grandisina uniformiza diferengas entre os perfis metabdlicos das
folhas que poderiam ser provocadas por ataques de patdgenos ou por outros fatores
nao conhecidos.

A relacao entre os teores dos dois metabdlitos secundarios e o tamanho da
folha também foi avaliado. A partir da largura e do comprimento de cada amostra,
calculou-se a area assumindo um formato retangular para cada folha, e esse valor
foi tomado como proporcional ao tamanho de cada tecido. A tabela 4.11. mostra os
coeficientes de correlagdo entre as areas e a porcentagem de grandisina e

apiol/dilapiol no extrato bruto (valores ndo normalizados) para as plantas 1 e 2.



90

Tabela 4.11. Coeficientes de correlagdo entre % de area dos metabdlitos
grandisina e apiol/dilapiol e &rea retangular da folha.

Planta 1 Planta 2

Apiol/dilapiol | 0,51678 0,22457

Grandisina 0,52845 0,15879

Os coeficientes de correlacdo para a planta 2 sao baixos, entre 0,15 e 0,22,
indicando que o tamanho da folha nao é fator relevante para a quantidade de
grandisina ou apiol/dilapiol no extrato. Para a planta nimero 1 o coeficiente de
correlacdo aumenta para 0,5 apontando que folhas maiores tendem a apresentar
teores um pouco maiores de grandisina ou apiol/dilapiol. Como comparacao, o
coeficiente de correlacado entre a massa fresca das folhas e a area retangular é de
0,99 para a planta 1 e 0,98 para a planta 2, valores bem altos que mostram forte
dependéncia linear e indicam, como esperado, que folhas maiores apresentam
maiores massas.

Cada ponto no grafico seguinte (fig. 4.25.) relaciona a area retangular de cada
folha com a porcentagem de area de grandisina ou apiol/dilapiol em relacéo a area
total no cromatograma do extrato bruto para as plantas 1 e 2. A distribuicdo de
pontos ndo indica claramente uma relacdo proporcional entre tamanho da folha e
teor relativo de metabdlito secundario. Ha folhas tanto pequena quanto grande com
a mesma porcentagem de area de grandisina ou de apiol/dilapiol em relacao a area

total do extrato.
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Figura 4.25. Relacao entre area retangular da folha e % de area dos metabdlitos grandisina e apiol/
dilapiol no extrato bruto nas folhas das plantas 1 e 2.

Desse modo, esses dados indicam que o tamanho da folha tem pouca ou
nenhuma influéncia no teor relativo dos dois metabdlitos no extrato bruto. Assim, as
analises do segundo estudo de variacdo didaria e de variacdo sazonal nao
consideram a relagdo entre tamanho do tecido e porcentagem de area dos

metabolitos secundarios.
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4.6. Segundo estudo de variacao diaria

Comparando-se os 196 cromatogramas obtidos neste estudo envolvendo a
composi¢ao quimica de folhas de P. solmsianum, os perfis das plantas 2, 3 e 4
podem ser agrupados em dois tipos, a semelhanca do que foi discutido no estudo de
variacao interfolhas presente na secao 4.5.

O perfil cromatografico mais comum apresenta os picos de apiol/dilapiol
(tempo de retencdo médio = 9,8 min) e da grandisina (tempo de retencao médio =
11,7 min) compondo mais de 50% da area total do extrato bruto, e os demais
compostos contribuindo com valores geralmente menores do que 5% da éarea total.
O cromatograma da amostra 185 (fig. 4.26.) possui esse perfil tipico e que

caracteriza a aproximadamente 80% do total dos cromatogramas obtidos.

Dtoctor A- 26 nm
— 18
185

1  Retention Time Grandisina

Area
F 1200

1200
.

(- 1000

1000
f

Apiol/
dilapiol

{200

200
'

feo0 %

mAL

G00
'

[0

400
'

{200

200
'

T T T : T T T : T T T : T T T
0.0 15 50 75 10.0 125 15.0 175 0.0 5 5.0 75 0.0 15 8.0 75 a0
Minutes

Figura 4.26. Cromatograma da amostra nimero 185 e que representa perfil tipico.

O restante dos cromatogramas possui um perfil com maior numero de picos
de intensidade mais significativa. A figura 4.27. apresenta o cromatograma da

amostra 67 e que exemplifica esse perfil cromatografico de maior complexidade,
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aproximadamente 20% do total de cromatogramas obtidos.
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Figura 4.27. Cromatograma da amostra nimero 67 e que possui perfil mais complexo.

Essa diferenca, como ja foi considerada na secdo anterior, pode ser
resultante de uma série de fatores abio6ticos e bidticos, como resposta do tecido as
agressoes do ambiente (ataque de patégenos, por exemplo), e que modifica as
quantidades de metabdlitos secundarios presentes levando a um perfil
cromatografico mais complexo.

Em alguns cromatogramas se destaca um intenso pico com tempo de
retencdo em torno de 3 minutos. Na amostra numero 124 (fig. 4.28.) ha dois picos
intensos correspondentes ao apiol/dilapiol e a grandisina, e um terceiro pico que se
sobressai no inicio, e que € o pico majoritario em alguns cromatogramas, como se
verifica na amostra numero 123 (fig. 4.28.). Esse pico que elui logo no inicio,
doravante chamado de X, também foi avaliado, juntamente com o apiol/dilapiol e a

grandisina, nesse segundo estudo de variagao diaria.
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Figura 4.28. Cromatogramas das amostras numeros 124 (acima) e 123 (abaixo).

O estudo da raiz de Piper solmsianum feito no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (LQPN
IQUSP), ainda em andamento, também apresenta um pico intenso em torno de 3
minutos de eluicdo quando o extrato bruto foi analisado por CLAE usando o mesmo
método de injecdo para esse estudo diaria (fig. 4.29.). Estudos posteriores

necessitariam confirmar se esse material encontrado na raiz € o pico X que se
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detecta nas folhas em alguns momentos do dia.
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Figura 4.29. Cromatograma do extrato das raizes de P. solmsianum.

Os dias e os horarios de coleta, o comprimento e a largura de cada folha, a
massa fresca, e as porcentagens de area em relagéo a area total para o pico X, o
apiol/dilapiol e a grandisina estdo tabeladas no apéndice Il. Para cada planta e em
cada horario calculou-se o valor médio da porcentagem de area dos dois metabdlitos
em relacao a area total do cromatograma do extrato bruto para as trés folhas, bem
como os desvios padréo.

As figuras 4.30. e 4.31. apresentam a variacao diaria do apiol/dilapiol e da

grandisina, respectivamente, no individuo numero 2.
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Figura 4.30. Variacado didria das porcentagens médias de apiol/dilapiol com as respectivas barras de
erro na planta 2.
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Figura 4.31. Variagao diaria das porcentagens médias de grandisina com as respectivas barras de

erro na planta 2.

Percebe-se uma variacao periédica na porcentagem de area dos dois

metabdlitos ao longo do tempo, e para avaliar melhor a freqiéncia dessa oscilacao,

foram calculadas varias curvas de tendéncia. A linha que apresentou melhor ajuste,

verificado pelo maior valor de R?, foi da funcdo polinomial de sexto grau (fig. 4.32. e



4.33.).
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Figura 4.32. Curva de tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) da variagéo diaria de apiol/dilapiol

na planta 2
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Figura 4.33.. Curva de tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) da variacédo diaria de grandisina

na planta 2

As linhas de tendéncia indicam que a mudanca temporal possui perfil de

variacao circadiana, ja que a freqiéncia de oscilacao estd em torno de 24 horas. Os

dois metabdlitos oscilam com a mesma fase, com o teor maximo ocorrendo por volta
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das oito horas da noite, € o minimo teor ocorrendo por volta das oito horas da
manha.

Os valores normalizados para os dois metabdlitos variam com amplitude
muito menor (fig. 4.34.), e os desvios padrdo também sdo baixos, indicando que o
teor de grandisina em relagdo ao de apiol/dilapiol no extrato bruto praticamente néo

varia no tempo em toda série de medidas.
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Figura 4.34. Variacdo temporal das porcentagens normalizadas de area de apiol/dilapiol e grandisina
em relacao a area total na planta 2.

A substéncia ou substancias presentes no pico X (fig. 4.35.) mostram um
perfil de oscilagdo que n&o se encaixa em uma variagao circadiana, mostrando um
acentuado aumento no teor iniciando-se por volta das oito horas da manha do

segundo dia de coleta, e diminuindo muito no inicio da noite desse mesmo dia.
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Figura 4.35. Variagao diaria das porcentagens médias com as barras de erro da substancia X na
planta 2.

Na planta 3, a variacao temporal de apiol/dilapiol € menos regular do que na
planta 2 apresentando desvios padrdo maiores e assumindo amplos valores de
porcentagens de area do extrato bruto que variavam de 5% em média até 31% em
média (fig. 4.36.). A linha de tendéncia com melhor ajuste também seguiu uma
funcéo polinomial de sexto grau. Ha dois aumentos de concentragdo, sendo que o
primeiro ocorre por volta das 18 horas e o segundo ocorre por volta 5 horas. Como a
distancia temporal entre os dois eventos € superior a 24 horas, ndo se identifica um
perfil periddico de variacdo circadiana nesse metabdlito, ao contrario da planta 2.

A variacao temporal de grandisina na planta 3 (fig. 4.37.) jA mostra uma maior
regularidade na mudancga temporal, evidenciada pela linha de tendéncia, onde os
dois picos de maxima concentragdo no extrato bruto se encontram por volta das
vinte horas, e os teores minimos ocorrendo por volta das oito horas da manha,

periodo de oscilacdo semelhante aquele mostrado pela planta 2.
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Figura 4.36. Variagao diaria das porcentagens médias de apiol/dilapiol com barras de erro e curva de
tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) na planta 3.
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Figura 4.37. Variacao diéria das porcentagens médias de grandisina com barras de erro e curva de
tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) na planta 3.

Os valores normalizados dos dois metabdlitos (fig. 4.38) mostram oscilacoes

mais acentuadas comparada a planta 2 indicando flutua¢cdes na relagdo entre

grandisina e apiol/dilapiol ao longo do tempo.
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Figura 4.38. Variacdo temporal das porcentagens normalizadas de area de apiol/dilapiol e grandisina
em relacao a area total na planta 3.

A substancia X mostra um comportamento proximo daquele observado na
planta 2, com alteragdo temporal fora do perfil de variacdo circadiana, e com um
grande aumento de concentracdo no meio do segundo dia de amostragem e que
nao se observou no primeiro dia (fig. 4.39.).

A planta 4 mostrou oscilacbes temporais nos metabdlitos com pequena
amplitude assumindo valores entre 28% e 42% da éarea total e que se ajustam
menos a equacao polinomial de sexto grau. Variagdes circadianas nesse caso ja sao
menos evidentes. Para o apiol/dilapiol, a freqliéncia de oscilacdo é de
aproximadamente 24 horas, com teores maximos por volta das cinco horas da

manha, e concentragées menores por volta das dezessete horas (fig. 4.40.).
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Figura 4.39. Variacao diaria das porcentagens médias com as respectivas barras de erro da

substancia X na planta 3.
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Figura 4.40. Variacdo didria das porcentagens médias de apiol/dilapiol com barras de erro e curva de

tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) na planta 4.

Para a grandisina, os momentos de maximo ocorrem por volta das vinte e

duas horas, e os de minimo, por volta das dez horas da manha (fig. 4.41.).
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Figura 4.41. Variacado didria das porcentagens médias de grandisina com barras de erro e curva de
tendéncia (indicada pelo tracejado marrom) na planta 4.

A substancia X, de modo semelhante as plantas 2 e 3, ndo mostrou variagao
temporal circadiana tendo um aumento de concentracao na manha do segundo dia

de amostragem (fig. 4.42.).

Variacao diaria da subst. X - planta 4
valores nao normalizados
40
a5
2
- a0
g I .
§ 25 T
5
=]
%ME 15 1
]
g 10 r
E 5 ! -{ ¥ 1 ;l[ [ 3 ) %
= ¥ t v » ; . ¥ 5
© u}
5 : : : : :
9n00 19hR00 aho0 15h00 1h00 11h00
Horario

Figura 4.42. Variacao diaria das porcentagens médias com as respectivas barras de erro da
substéncia X na planta 4.
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Avaliou-se também o tipo de alteragcdo que poderia ocorrer nos graficos de
variacao temporal se fossem excluidos os dados dos cromatogramas de perfil mais
complexo, ponderando que o aumento de teor de outros metabdlitos no extrato bruto
deve-se a fatores bidticos e abi6ticos ndo diretamente relacionados a mudancgas
temporais, conforme considerac¢des apresentadas no inicio dessa secao.

A figura 4.43. apresenta a variacao temporal das porcentagens de area média
dos metabdlitos apiol/dilapiol e grandisina na planta 2 calculados com todos os
dados coletados e suas respectivas linhas de tendéncia (fungéo polinomial de sexto

grau), conforme ja foi apresentado anteriormente.
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Figura 4.43. Variacao diaria das porcentagens de area média calculadas com todos os valores
experimentais na planta 2.

A figura 4.44. mostra a variagdo temporal na planta 2 desconsiderando os

dados dos cromatogramas que foram classificados como de perfil mais complexo.
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Variagao diaria sem valores dos cromatogramas com plexos
- planta 2
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Figura 4.44. Variacao didria das porcentagens de area média calculadas desconsiderando os valores
oriundos dos cromatogramas de perfil metabdlico mais complexo na planta 2.

Como foram retirados aproximadamente 20% dos valores, alguns pontos néo
sofreram alteragdes. Naqueles cuja média foi alterada, o desvio padrao diminuiu,
como se observa no ponto referente ao horario de coleta do meio dia do segundo
dia. As oscilagdes, contudo, ndo sofreram mudancas que alterassem os momentos
de maximo e de minimo dos teores de metabdlitos, como mostram as linhas de
tendéncia. Observa-se apenas uma diminuicao da amplitude naquele grafico em que
se retiraram os dados dos cromatogramas mais complexos. Os graficos de oscilacao
temporal das plantas 3 e 4 também n&o variaram de modo significativo. Apesar de o
estudo interfolhnas mostrar que o teor de metabdlitos nesses tecidos de perfil
cromatografico mais complexo ser significativamente menor, esse conjunto de folhas
néao se mostrou estatisticamente relevante para provocar altera¢des importantes.

A tabela 4.12. resume os horarios de maximos e minimos das plantas 2, 3 e 4

para os dois metabdlitos.
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Tabela 4.12. Horarios de méaxima e de minima concentragdo dos metabdlitos apiol/dilapiol e
grandisina no extrato bruto para as plantas 2, 3 e 4.

Planta 2 Planta 3 Planta 4
Horario de teor
maximo de 20h00 Nao 05h00
apiol/dilapiol apresentou
Horario de teor variacao
minimo de 08h00 circadiana 17h00
apiol/dilapiol
Horario de teor
maximo de 20h00 20h00 22h00
grandisina
Horario de teor
minimo de 08h00 08h00 10h00
grandisina

Nessa populagédo, as oscilagcbes nas quantidades relativas dos metabdlitos
ndao sao muito evidentes apresentando-se com baixa amplitude, sendo esta da
mesma ordem de grandeza dos desvios padrdo. O metabdlito grandisina atinge
picos de maxima concentracao no inicio da noite, e picos de minima concentracao
no inicio da manha. Ja o apiol/dilapiol ndo apresenta alteracao temporal uniforme
entre os individuos, sendo que ha indicios de variacao circadiana entre duas plantas
qgue ocorre com fase inversa.

Apesar de se constatar a ocorréncia de variagdes circadianas em Piper
solmsianum, ha necessidade de se realizar experiéncias em livre-curso
(acompanhamento temporal em situacdes de claro ou escuro constantes) para
verificar se essas oscilagdes sao reguladas por reldgio bioldgico.

Verificou-se a ocorréncia de um pico no inicio do cromatograma, regidao de
maior polaridade, cuja porcentagem de area em relacéo a area total do extrato bruto
sofreu grandes oscilagdes ao longo dos dois dias de medida. O(s) composto(s)
responsaveis por essa variacao, que nao foi(ram) identificado(s), ndo variou(am) de
modo periédico, mas ocorreu(am) nas trés plantas de modo similar atingindo maximo

valor na manha do segundo dia de andlise. H4& um pico com mesmo tempo de
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retencdo no cromatograma das raizes de P. solmsianum, contudo ha necessidade
de posterior confirmacao se se trata da(s) mesma(s) substancia(s).

Provavelmente um fator exdégeno de ocorréncia pontual seja o responséavel
por essa alteracao, e que nao esta relacionada a questdes individuais, como ataque
de patdégenos, mas fatores que afetam igualmente uma populagéo, como alteracdes
climaticas. A unica mudancga no tempo foi um periodo de chuva no inicio da noite do
primeiro dia, e que continuou até a ultima coleta. Existem estudos que verificaram a
relacdo entre ocorréncia de chuvas e alteracbes quantitativas em metabdlitos
secundarios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Todavia 0 aumento no teor desse(s)
composto(s) ocorreu horas depois do inicio da chuva, e diminui mesmo com a
continuidade dessa fragilizando essa hipétese. Estudos posteriores necessitariam

ser executados para examinar a(s) provavel(is) causa(s) desse aumento.
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4.7. Variacao sazonal

As coletas foram feitas em dias ndo chuvosos durante o ano de 2007, e a

temperatura do ar atingiu valores entre 16°C e 25°C (tab. 4.13.).

Tabela 4.13. Temperatura do ar durante as coletas para estudo sazonal.

Data de
coleta

12 de janeiro
09 de fevereiro
09 de marco

06 de abril

11 de maio

08 de junho

13 de julho

10 de agosto

14 de setembro
05 de outubro
09 de novembro
07 de dezembro

Temperatura
do ar (°C)
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Em quase todos os cromatogramas obtidos nesse estudo ha a presenca dos
metabdlitos apiol/dilapiol e grandisina como picos majoritarios na qual a soma das
porcentagens de area desses compostos é maior do que 50% da area total do
extrato bruto. Esse perfil metabdlico ja foi observado nos estudos de variacao diaria
e interfolhas, e que foi chamado de simples, segundo consideracdes feitas nas
secOes 4.4.,45.e 4.6.

Nesse estudo sazonal, os cromatogramas classificados como tendo perfil
mais complexo perfazem apenas 5% do total, enquanto que nos estudos anteriores
esse tipo de perfil compos até 20% do total. A figura 4.45. apresenta um exemplo de

cromatograma com perfil mais simples, e a figura 4.46. apresenta um exemplo de

perfil mais complexo.
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Figura 4.45. Cromatograma da amostra nimero 19 e que apresenta perfil mais simples.
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Figura 4.46. Cromatograma da amostra nimero 21 e que apresenta perfil mais complexo.

Considerando que tecidos com maior teor de outros metabdlitos podem
indicar resposta da planta ao ataque de patégenos, essa diferenca de incidéncia

pode ser atribuida ao maior ou menor cuidado com que as folhas foram escolhidas.
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Nos estudos diarias muitas coletas foram feitas em condi¢cdes adversas, como chuva
e escuridao, portanto a selecdo dos tecidos nao foi muito criteriosa. Mesmo folhas
com algum sinal de predagdo ou manchadas foram selecionadas. No estudo sazonal
as amostragens sempre foram feitas em condicdes de maior claridade e tempo seco
havendo mais rigor na selecdo das amostras, portanto, indicios de ataque por
insetos ou presenca de patégenos orientavam a nao coleta do tecido.

O apéndice Il reune os dados desse estudo: data e hora da coleta, largura e
comprimento da folha, massa fresca e porcentagem de area de apiol/dilapiol e
grandisina em relacdo a area total do extrato bruto. N&o foi avaliada a substancia X,
cujo pico apresenta tempo de retencdo médio de 3,13 minutos, porque ndo houve
aumento médio significativo na porcentagem de area desse(s) composto(s) em
nenhum dos trés espécimes como ocorreu durante o segundo estudo de variagéao
diaria, apresentada na secao anterior.

As figuras 4.47. e 4.48. apresentam a variagdo anual média das porcentagens
das areas de apiol/dilapiol e da grandisina na planta 2. A amplitude das variagdes
nao € acentuada, e os maiores teores dos metabdlitos estdo no inicio e no final do
ano, correspondente ao verao, e 0s menores valores se situam no meio do ano entre
0s meses de maio e setembro. Em todos os gréficos, as linhas de tendéncia que
apresentaram os melhores ajustes (maiores valores de R?) também foram geradas a

partir de funcdes polinomiais de sexto grau.
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Figura 4.47. Variacao anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em
marrom) para o apiol/dilapiol na planta 2.
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Figura 4.48. Variagcao anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em
marrom) para a grandisina na planta 2.
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As figuras 4.49. e 4.50. apresentam as variacbes anuais dos metabdlitos
apiol/dilapiol e grandisina na planta 3. Nos dois graficos ha pontos em que o0s
desvios padrdo sdao muito grandes apresentando a mesma magnitude que a
intensidade da oscilacao temporal, e um padrdo sazonal ndo é claramente evidente.
As oscilacbes dos metabdlitos apresentam a mesma fase, mas a amplitude no
apiol/dilapiol € maior do que a da grandisina.

As linhas de tendéncia mostram um decréscimo médio dos teores tanto de
grandisina quanto de apiol/dilapiol no inicio da primavera (meses de setembro e

outubro), e maxima concentracdo no inicio do outono (meses de marcgo e abril).
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Figura 4.49. Variagcao anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em
marrom) para o apiol/dilapiol na planta 3.
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Figura 4.50. Variacao anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em
marrom) para a grandisina na planta 3.

Na planta 4 os desvios padrao sdo em geral baixos. Para o metabdlito
apiol/dilapiol, a linha de tendéncia ndo apresenta oscilacdo significativa, sendo
praticamente constante ao longo de todo o ano. O metabdlito grandisina também
apresentou oscilacdo pouco expressiva. Ha um decréscimo da linha de tendéncia no
més de outubro, pois 0 ponto correspondente apresenta valor médio de area muito
inferior aos outros. Essa abrupta diminuicdo pode néo ser representativa, visto que
0s pontos adjacentes apresentam valores muito maiores.

Esse espécime, ao contrario dos outros dois, ndo apresentou indicios
evidentes de variacdo sazonal. As meédias dos metabdlitos mantiveram-se
praticamente constante ao longo do ano, e como os desvios padrdo sao baixos,

pode-se considerar esses comportamento consistente entre os tecidos amostrados.
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Figura 4.51. Variacdo anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em

marrom) para o apiol/dilapiol na planta 4.
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Figura 4.52. Variacdo anual das porcentagens médias com barras de erro e linha de tendéncia (em

marrom) para a grandisina na planta 4.



A tabela 4.14. resume os dados apresentados.
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Tabela 4.14. Epocas do ano de maxima e de minima concentracdo dos metabdlitos apiol/dilapiol e
grandisina no extrato bruto para as plantas 2, 3 e 4.

Planta 2 Planta 3 Planta 4
Epoca com teor minimo maio até agosto
de apiol/dilapiol setembro setembro
Epoca com teor maximo dezembro até margo
de apiol/dilapiol fevereiro abril n3o foi verificada
. . , . variagao an
Epoca com teor minimo maio até agosto ariagao anual
de grandisina setembro setembro
Epoca com teor maximo dezembro até margo
de grandisina fevereiro abril

Porque os trés individuos apresentam comportamento anual muito distinto,

ndao deve haver correlacdo importante entre a temperatura do ar e o teor de

metabdlito apiol/dilapiol e grandisina nas folhas.

Como nao foram feitas coletas durante dois anos seguidos, ja que a

amostragem foi restrita ao ano de 2007, ndo ha possibilidade de se verificar se

esses comportamentos sdo periédicos ou pontuais. Assim, mesmo com as

oscilagdes temporais verificadas nas plantas 2 e 3, a falta dessa continuidade no

estudo ndo permite afirmar se sdo ou ndo variagdes sazonais, ou seja, fendbmenos

ciclicos (Eriksson e Millar, 2003).
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5. CONCLUSOES
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As variacoes intraespecificas e temporais (diaria e anual) das concentracoes
relativas dos metabdlitos secundarios de média polaridade na espécie Piper
solmsianum foram estudadas a partir da analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) do extrato bruto de tecidos como folhas, caules e inflorescéncias
em individuos selvagens coletados em diferentes populagdes - andlise de variacédo
intraespecifica, ou em uma mesma populacdo natural da Reserva Cidade

Universitaria Armando de Salles Oliveira (RCUASO) - analise de variagdo temporal.

5.1. - Metodologia

A metodologia cromatografica adotada baseada em CLAE se mostrou
reprodutivel em termos das relacdes entre as areas dos picos cromatograficos e o
tempo de retencdo, sendo que esses parametros foram avaliados com a injecao de
uma mistura padrao de grandisina e licarina B intercaladas com as amostras durante
as sequéncias de analise.

A definicao dos protocolos de extracao para os estudos de variagao temporal
indicou alteracdes nas quantidades relativas dos metabdlitos secundarios. No
primeiro estudo de variacao diaria a retirada de agua dos tecidos frescos foi feita
com liofilizagdo, e no segundo estudo e no estudo sazonal, usando uma mistura
metanol:dgua e posterior particdo com diclorometano. Nos estudos de variagédo

intraespecifica, os extratos brutos foram obtidos em extrator do tipo Soxhlet.

5.2. - Variacao Intraespecifica

Individuos coletados em diferentes populagbes de P. solmsianum

apresentaram variacbes quantitativas significativas entre os sete metabdlitos
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principais (apiol, dilapiol, miristicina, elemicina, isoelemicina, grandisina e lignana 7).
Nenhum dos compostos foi detectado em todos os individuos, mesmo comparando-
se dois individuos coletados em uma mesma populacdo. Todos os cromatogramas
eram dominados por um, dois ou trés picos que compunham mais da metade da
area total, e que podiam ser descritos como um perfil cromatogréafico simples. Alguns
individuos apresentaram quantidades significativas de metabdlitos secundarios nao
identificados. Comparando-se os tecidos folha e caule da mesma planta, o grau de

similaridade é bem maior.

5.3. - Variacao diaria e sazonal

Quatro espécimes pertencentes a uma unica populacédo de plantas selvagens
presente na RCUASO foram escolhidos para os estudos de variagdo diaria e
sazonal. O conjunto de cromatogramas obtidos para as folhas desses individuos
pode ser dividido em dois tipos. No primeiro tipo, mais comum, o perfil
cromatografico exibe dois picos majoritarios, de apiol/dilapiol e grandisina, cujas
areas somadas perfazem mais da metade da area total do cromatograma. No
segundo grupo, de ocorréncia mais restrita, o perfil cromatografico € mais complexo
sobressaindo-se varios picos. Considerando-se que casos desse tipo apareceram
nos quatro individuos indistintamente, e em momentos esparsos do dia, tais
variagbes foram atribuidas a fatores abidticos e bidticos, como reacdo do tecido a
predacgao.

No primeiro estudo de variacdo diaria foram coletadas de cada planta uma
folha, um trecho de caule e uma inflorescéncia em cada horario. Mas a amostragem
foi estatisticamente insuficiente revelando a necessidade de uma nova coleta em

triplicata. Desse primeiro estudo houve indicios de que as plantas ndo apresentavam
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comportamento homogéneo, com oscilagbes temporais entre tecidos de um mesmo
individuo, ou entre individuos, muito distintas em termos de amplitude ou fase.

O segundo estudo de variacdo diaria reforcou os indicios dessa néao
homogeneidade de comportamento. As diferengas foram grandes para o metabdlito
apiol/dilapiol, sendo que um dos espécimes teve maximo de concentragdo por volta
das oito horas da noite e minimo por volta das oito horas da manha, no outro
individuo a concentracdo maxima ocorreu por volta das cinco horas da manha e o
teor minimo ocorreu por volta das cinco horas da tarde, e no terceiro individuo néao
havia sinais claros de periodicidade na variacdo temporal. Para o metabdlito
grandisina constatou-se maior semelhanca sendo que nas trés plantas a oscilacao
diaria possuia perfil de variagdo diaria com o teor maximo ocorrendo no inicio da
noite, e o minimo ocorrendo no inicio da manh&. Como nao foram feitos estudos em
condicdes de livre curso, ndo é possivel afirmar se essas oscilagdes didrias sado
reguladas por reldgio biologico.

Por volta da manhd do segundo dia de coleta do segundo estudo diaria,
houve um grande aumento e posterior decréscimo na concentracdo relativa de um
composto cujo pico cromatografico apresentou tempo de retencao baixo, e que néao
correspondia a nenhum dos sete metabdlitos secundarios usados como padréao
(apiol, dilapiol, elemicina, isoelemicina, miristicina, grandisina e ligana 7). Sem
indicios de ser uma variacdo com padrao periddico, este aumento subito ocorreu nas
trés plantas e praticamente no mesmo momento. Essa mudanga poderia ser
explicada pela ocorréncia de periodos de chuva no momento da coleta, mas os
fatores responsaveis nao foram devidamente investigados.

Os estudos de variagdo anual acentuaram essa percepcdo de néao
similaridade entre os individuos. Em um dos individuos ndo se observou oscilacdo

significativa nas concentragdes dos metabdlitos secundarios apiol/dilapiol e
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grandisina, € no outro a amplitude nao foi expressiva. Nas duas plantas que
mostraram algum tipo de variacao anual, os teores dos metabdlitos secundarios era
menor no meio do ano (inverno) e maior no inicio/fim do ano (verdo). Como as
coletas foram feitas apenas no decorrer de um ano, ndo foi possivel verificar se
essas oscilacdes sao periddicas, ou seja, possuem carater sazonal.

De forma geral, constatou-se grandes alteracbes qualitativas e quantitativas
nos metabdlitos secundarios de P. solmsianum. Assim, interferéncias externas
podem alterar o perfil cromatografico de um tecido em determinado momento de
modo a mascarar as variagbes circadianas e sazonais controladas por relégio
bioldgico e justificando a auséncia de periodicidade nas variacbes temporais dos
metabdlitos secundarios em alguns individuos. Contudo esses estudos permitiram
verificar que mesmo alguns espécimes selvagens e, portanto, sujeito a fatores nao
controlados, possuem oscilagcbes circadianas patentes bastante evidentes, e
eventualmente controladas pelo relégio enddégeno. Ou seja, em uma mesma
populacdo, cada individuo pode responder de modo muito distinto e de forma

particular as pressdes ambientais.
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1 1 folha 3,41 0,8148 4,092 16,945
2 1 caule 0,69 0,1065 5,964 14,890
3 1 infloresc. amostra nao coletada
4 2 folha 1,78 0,2749 13,718 45,538
5 25/03/2005| 16h00 2 caule 0,73 0,0758 10,838 20,917
6 2 infloresc. 1,67 0,3998 13,859 6,868
7 3 folha 4,36 1,1739 11,082 47,535
8 3 caule 0,75 0,0224 3,182 11,011
9 3 infloresc. 0,73 0,1273 25,907 46,466
10 1 folha 1,37 0,2445 5,723 20,677
11 1 caule 0,99 0,0357 2,623 4,309
12 1 infloresc. 0,63 0,1417 14,532 7,062
13 2 folha 2,67 1,0400 11,231 46,062
14 25/03/2005| 18h00 2 caule 0,61 0,0767 4,572 10,745
15 2 infloresc. 1,77 0,4714 13,542 6,160
16 3 folha 1,46 0,2900 12,606 55,533
17 3 caule 0,31 0,0489 13,844 42,876
18 3 infloresc. 0,88 0,1692 21,237 50,368
19 1 folha 1,30 0,0120 0,351 0,539
20 1 caule 0,60 0,0876 2,455 5,120
21 1 infloresc. 0,42 0,0813 23,306 12,648
22 2 folha 0,97 0,1776 12,914 46,452
23 25/03/2005| 20h00 2 caule 0,97 0,1336 14,010 26,513
24 2 infloresc. 1,54 0,3705 14,542 7,741
25 3 folha 2,49 2,0018 8,294 31,446
26 3 caule 0,48 0,0775 11,750 33,897
27 3 infloresc. 0,51 0,0936 14,542 7,741
28 1 folha 1,56 0,3153 1,146 5,116
29 1 caule 0,73 0,1349 3,735 8,997
30 1 infloresc. 0,49 0,1185 30,681 16,649
31 2 folha 1,50 0,2920 9,320 39,089
32 25/03/2005| 22h00 2 caule 0,41 0,0515 9,094 18,064
33 2 infloresc. 1,56 0,4061 10,981 5,325
34 3 folha 2,69 0,5575 12,439 54,957
35 3 caule 0,56 0,0922 12,127 36,336
36 3 infloresc. 0,30 0,0573 10,815 19,128
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37 1 folha 1,09 0,2125 1,262 6,422
38 1 caule 1,76 0,1798 8,816 11,906
39 1 infloresc. 0,24 0,0438 32,703 20,389
40 2 folha 3,79 0,6649 9,579 43,510
41 26/03/2005| 0h0O0 2 caule 2,82 0,3593 13,683 29,627
42 2 infloresc. 1,23 0,3703 14,857 6,528
43 3 folha 1,28 0,2341 8,577 35,778
44 3 caule 0,75 0,1222 3,319 10,247
45 3 infloresc. 0,29 0,0560 0,119 31,957
46 1 folha 2,19 0,4437 6,237 27,128
47 1 caule 1,44 0,6608 11,119 22,271
48 1 infloresc. 0,32 0,0595 43,248 21,537
49 2 folha 3,58 0,6576 11,849 54,037
50 26/03/2005| 2h00 2 caule 2,38 0,2912 12,362 30,882
51 2 infloresc. 1,12 0,3126 15,029 6,468
52 3 folha 1,27 0,2416 4,435 15,031
53 3 caule 0,59 0,0829 1,302 5,736
54 3 infloresc. 0,73 0,1535 10,640 5,176
55 1 folha 1,87 0,3186 3,808 15,677
56 1 caule 0,93 0,1344 11,100 31,381
57 1 infloresc. amostra ndo coletada
58 2 folha 1,16 0,2017 10,007 48,304
59 26/03/2005| 4h00 2 caule 0,71 0,1008 10,851 29,216
60 2 infloresc. amostra ndo coletada
61 3 folha 1,34 0,2835 8,975 39,367
62 3 caule 0,51 0,0892 12,797 38,820
63 3 infloresc. 0,62 0,1895 19,518 40,901
64 1 folha 2,41 0,5089 3,895 15,459
65 1 caule 0,63 0,1169 3,214 9,620
66 1 infloresc. 0,58 0,1414 32,001 18,644
67 2 folha 2,16 0,5997 10,723 50,137
68 26/03/2005| 6h00 2 caule 1,21 0,1857 16,113 34,614
69 2 infloresc. 0,95 0,2821 14,125 7,902
70 3 folha 2,69 0,5744 7,295 30,693
71 3 caule 1,51 0,3100 16,701 39,626
72 3 infloresc. amostra nao coletada
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73 1 folha 1,23 0,2418 5,812 26,931
74 1 caule 0,61 0,1129 5,281 13,312
75 1 infloresc. 0,27 0,0612 32,196 19,714
76 2 folha 2,22 0,4656 8,144 45,514
77 26/03/2005 8h00 2 caule 1,46 0,2154 14,486 33,597
78 2 infloresc. 0,64 0,2057 13,068 5,748
79 3 folha 1,92 0,4432 5,258 19,317
80 3 caule 1,26 0,2227 2,910 10,666
81 3 infloresc. 0,33 0,0599 24,063 54,275
82 1 folha 1,85 NM 7,684 32,944
83 1 caule 2,02 0,4630 12,478 26,760
84 1 infloresc. 0,26 0,0388 31,445 19,547
85 2 folha 2,34 NM 12,741 50,391
86 26/03/2005| 10h00 2 caule 1,35 NM 17,124 39,602
87 2 infloresc. 0,96 0,3078 13,410 4,990
88 3 folha 0,94 0,1667 5,633 14,600
89 3 caule 2,00 0,3771 6,546 17,388
90 3 infloresc. 0,64 0,1081 24,143 55,573
91 1 folha 1,62 0,3296 6,559 22,203
92 1 caule 1,21 0,2838 10,629 24,882
93 1 infloresc. 0,77 0,1885 32,435 17,577
94 2 folha 2,73 0,6020 11,842 49,129
95 26/03/2005| 12h00 2 caule 0,82 0,1338 16,945 31,451
96 2 infloresc. 1,11 0,3453 14,414 5,965
97 3 folha 1,36 0,2145 4,524 16,592
98 3 caule 0,69 0,1172 5,826 18,802
99 3 infloresc. 0,63 0,0967 22,062 51,245

NM = ndo medido
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1 6a 12,0 6,5 0,97 352 | 2057 | 33,70
2 6b 18,5 12,5 3,04 411 | 24,02 | 3695
3 6c 10,5 7,0 1,08 351 | 19,14 | 30,31
4 7a 13,5 6,8 1,05 358 | 1255 | 1553
5  |6/4/2007 | 14h00 7b 11,0 5,0 0,61 5,00 824 | 11,26
6 7c 14,0 7,5 1,25 320 | 26,04 | 40,69
7 9a 11,0 6,5 0,99 1,99 | 3825 | 3297
8 9b 11,0 5,5 0,74 249 | 36,75 | 34,11
9 9c 14,5 8,5 1,61 332 | 3668 | 33,26
10 6a 14,0 8,5 1,63 3,34 | 27,15 | 40,40
11 6b 13,0 6,8 1,10 830 | 20,79 | 3535
12 6c 10,5 6,5 0,88 845 | 2583 | 40,75
13 7a 12,5 6,2 1,06 6,15 | 28,68 | 47,44
14 |6/4/2007 | 16h00 7b 13,0 7,0 1,25 3,65 | 31,71 | 48,80
15 7c 13,5 7,5 1,39 348 | 31,65 | 46,80
16 9a 10,5 55 069 | 1335 | 3877 | 31,43
17 9b 14,0 8,0 1,71 2,33 | 30,07 | 24,76
18 9c 12,5 7,0 1,12 3,11 | 3885 | 34,31
19 6a 9,0 7,3 1,08 1,77 | 2535 | 40,03
20 6b 12,5 7,3 1,41 3,18 | 22,18 | 37,56
21 6c 11,5 7,0 1,12 1,60 | 2563 | 42,63
22 7a 15,5 8,8 1,72 2,91 6,94 9,72
23 | 6/4/2007 | 18h00 7b 125 7,6 1,36 2,38 | 10,02 | 17,09
24 7c 12,0 6,7 1,08 688 | 12,69 | 16,63
25 9a 13,0 5,7 0,92 7,75 | 32,55 | 27,08
26 9b 13,0 7,0 1,17 749 | 27,15 | 2464
27 9c 9,0 4,0 0,47 528 | 2859 | 26,84
28 6a 11,0 53 0,78 445 | 19,53 | 33,91
29 6b 12,5 7,0 1,17 3,18 | 33,05 | 51,68
30 6c 12,7 6,6 1,16 3,06 | 2874 | 4513
31 7a 13,0 6,0 0,96 331 | 10,94 | 12,61
32 |6/4/2007 | 20h00 7b 10,5 5,0 0,60 344 | 14,86 | 16,89
33 7c 10,5 5,0 057 | 46,80 | 583 6,89
34 9a 13,5 6,5 1,22 | 23,28 | 2945 | 2516
35 9% 10,0 4,8 059 | 28,71 | 3049 | 27,11
36 9c 12,5 7,0 1,28 | 26,34 | 30,09 | 26,51
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37 6a 10,0 4,7 0,60 952 | 2126 | 37,73
38 6b 12,0 6,5 1,17 496 | 2451 | 37,43
39 6c 16,0 10,0 2,23 6,06 | 2563 | 40,97
40 7a 11,0 6,4 087 | 1452 | 1457 | 16,84
41 |6/4/2007| 22h00 7b 14,0 7,4 1,19 959 | 14,03 | 17,05
42 7c 11,0 5,6 069 | 1337 | 1540 | 20,90
43 9a 14,0 7,2 1,32 450 | 36,92 | 33,12
44 9%b 12,0 7,0 1,22 517 | 37,33 | 36,75
45 9 10,0 5,0 0,65 649 | 39,88 | 3264
46 6a 8,5 6,2 0,86 692 | 18,81 | 30,82
47 6b 115 6,8 1,09 768 | 1311 | 2587
48 6c 135 75 1,28 6,71 | 2323 | 40,80
49 7a 13,5 7,2 1,19 6,69 | 14,62 | 1570
50 | 7/4/2007 | 00h0O 7b 12,2 6,0 0,94 502 | 17,11 | 27,38
51 7c 9,7 4.8 0,53 663 | 1525 | 20,51
52 9a 11,5 6,7 1,10 514 | 3448 | 3379
53 9%b 10,0 5,4 0,76 3,02 | 37,87 | 31,57
54 9c 13,0 6,8 1,13 371 | 39,99 | 32,42
55 6a 11,5 55 0,85 2,75 | 19,72 | 30,54
56 6b 12,0 7.3 1,11 428 | 1829 | 30,90
57 6c 15,2 7.2 1,51 709 | 2328 | 3883
58 7a 11,5 4,7 0,63 9,86 9,10 | 20,04
59 | 7/4/2007 | 02h00 7b 14,5 6,5 1,29 6,82 8,77 | 12,90
60 7c 13,0 6,4 1,08 3,77 7,04 2,44
61 9a 12,7 6,4 1,06 371 | 31,96 | 2882
62 9%b 11,0 5,2 0,73 452 | 2817 | 2524
63 9c 9,5 4,7 0,64 352 | 26,95 | 24,93
64 6a 11,5 7.4 1,21 522 | 1652 | 28,25
65 6b 13,0 7.6 1,25 291 | 17,49 | 31,39
66 6c 11,2 6,3 0,93 524 | 18,86 | 33,49
67 7a 12,6 6,4 1,02 | 11,95 | 562 6,97
68 | 7/4/2007 | 04h00 7b 12,0 6,2 0,91 8,64 8,92 | 1324
69 7c 11,2 5,6 0,72 8,14 853 | 10,50
70 9a 13,5 7,0 1,31 283 | 37,94 | 2548
71 9%b 10,5 58 0,89 854 | 37,19 | 29,71
72 9c 13,0 6,6 1,18 6,82 | 3220 | 2864
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a 3= s ot | &*F &=
73 6a 11,0 6,0 0,88 | 11,00 | 18,32 | 30,35
74 6b 12,0 6,8 1,25 | 18,27 | 22,69 | 34,52
75 6c 12,5 7.8 1,34 829 | 19,23 | 3547
76 7a 11,7 5,4 0,71 853 | 10,86 | 15,32
77 | 7/4/2007 | 06h00 7b 11,0 4,8 NM 723 | 1064 | 16,34
78 7c 13,0 7.8 1,29 7,87 9,64 | 15,39
79 %a 15,5 6,5 1,46 6,43 | 40,74 | 30,88
80 % 12,0 7,0 1,20 385 | 37,78 | 30,69
81 9c 11,5 5,0 0,77 733 | 42,58 | 30,16
82 6a 14,0 8,0 1,50 517 | 23,50 | 39,11
83 6b 11,0 6,5 1,12 529 | 2347 | 37,36
84 6c 10,5 5,6 0,78 533 | 19,15 | 33,77
85 7a 13,5 7.4 1,31 10,03 | 12,45 | 18,89
86 |7/4/2007| 08h00 7b 12,0 5,8 0,84 7,72 | 1548 | 18,37
87 7c 10,5 4,8 0,61 746 | 17,81 | 22,14
88 %a 13,2 8,4 1,63 457 | 34,49 | 30,27
89 % 11,0 7,0 1,21 4,48 | 31,45 | 24,99
90 9c 9,0 5,0 0,75 4,04 | 3768 | 31,99
91 6a 12,3 6,3 098 | 21,30 | 17,72 | 31,96
92 6b 12,2 6,0 096 | 23,34 | 11,40 | 24,63
93 6c 10,5 4,7 0,70 | 19,25 | 17,82 | 29,34
94 7a 10,0 52 NM 3592 | 2727 8,86
95 | 7/4/2007 | 10h00 7b 13,2 5,6 0,86 | 3854 | 599 | 10,24
96 7c 12,0 5,4 0,76 | 50,51 5,89 8,74
97 %a 15,0 76 143 | 19,87 | 31,36 | 27,13
98 % 14,4 8,1 1,56 | 16,66 | 31,16 | 26,49
99 9c 12,2 6,6 1,04 | 13,60 | 32,66 | 2522
100 6a 11,0 5,1 0,77 | 28,31 | 16,87 | 28,53
101 6b 13,0 8,2 1,51 2291 | 2534 | 3837
102 6C 12,8 8,0 142 | 21,30 | 2359 | 36,97
103 7a 11,0 55 0,75 | 40,89 | 954 | 12,15
104 | 7/4/2007 | 12h00 7b 13,0 55 0,82 | 39,45 | 12,00 | 13,51
105 7c 14,0 7.3 1,32 | 22,80 | 1469 | 19,33
106 %a 15,0 8,0 1,70 | 20,12 | 3220 | 26,12
107 % 12,0 6,5 1,14 3,08 | 4127 | 34,62
108 9c 12,0 5,4 0,86 3,45 | 4157 | 34,41

NM = valor nao medido
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109 6a 10,0 5,0 0,65 453 | 26,81 | 42,65
110 6b 14,0 8,0 1,59 261 | 29,04 | 4537
111 6c 11,4 6,2 1,00 | 20,78 | 21,05 | 31,84
112 | 7/4/2007 | 14h00 7 - - 271 | 3834 | 1258 | 12,69
115 9a 11,6 6,2 094 | 2503 | 31,95 | 2586
116 %b 125 7.4 1,38 | 32,74 | 30,10 | 23,13
117 9c 11,0 55 088 | 2122 | 3688 | 2842
118 6a 10,8 5,2 071 | 3419 | 18,04 | 2949
119 6b 9,0 5,2 064 | 3564 | 1563 | 2590
120 6c 125 6,2 097 | 2231 | 1839 | 3457
121 7a 16,0 9,3 195 | 3488 | 1382 | 16,78
122 | 7/4/2007 | 16h00 7b 9,5 4,5 051 | 4295 | 940 | 13,39
123 7c 13,0 6,5 1,03 | 6326 | 7,70 9,13
124 9a 125 6,2 1,04 | 31,63 | 3250 | 2353
125 9b 15,0 9,2 1,78 | 2230 | 3378 | 27,32
126 9 11,0 6,4 069 | 3593 | 30,84 | 21,43
127 6a 10,7 55 088 | 2318 | 32,78 | 31,16
128 6b 9,5 4.6 054 | 3375 | 30,28 | 25,00
129 6c 12,6 6,6 1,19 143 | 4057 | 3527
130 7a 11,0 5,4 0,74 3,05 | 1428 | 18,06
131 | 7/4/2007 | 18h00 7b 12,6 7.0 1,16 1,06 | 1589 | 20,04
132 7c 11,0 5,0 0,61 430 | 1448 | 18,98
133 9a 9,5 4.8 0,60 226 | 26,12 | 4456
134 9%b 10,5 5,0 1,02 179 | 28,88 | 4558
135 9 11,0 6,4 0,96 171 | 27,37 | 4546
136 6a 8,5 5.2 0,63 284 | 26,33 | 4453
137 6b 11,0 6,6 0,90 208 | 2498 | 37,82
138 6c 12,5 8,3 1,63 1,86 | 31,52 | 4534
139 7a 13,0 7.2 1,52 168 | 2094 | 4654
140 | 7/4/2007 | 20h00 7b 9,5 4.6 0,62 229 | 3043 | 50,13
141 7c 13,0 6,4 1,27 465 | 2599 | 43,58
142 9a 10,0 5,0 0,68 472 | 4494 | 3478
143 9%b 12,0 6,0 1,08 246 | 4111 | 3488
144 9c 11,0 6,0 0,98 1,50 | 41,30 | 37,37

* = durante o transporte, as trés folhas se quebraram e se misturaram. Foram tratadas como uma
Unica amostra.
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145 6a 15,5 9,6 2,32 350 | 2957 | 41,11
146 6b 11,5 6,7 1,00 339 | 27,74 | 40,33
147 6c 12,0 7,0 1,17 2,79 | 26,91 | 41,51
148 7a 10,0 52 0,78 6,93 | 18,71 | 32,48
149 | 7/4/2007 | 22h00 7b 11,0 52 0,77 574 | 10,08 | 13,42
150 7c 12,0 7.4 1,51 3,96 | 18,04 | 31,01
151 %a 12,2 6,2 0,99 2,66 | 3534 | 31,89
152 % 13,5 7.3 1,50 365 | 3628 | 34,07
153 9c 10,5 6,8 1,09 2,92 | 3791 | 31,38
154 6a 13,5 8,2 1,90 223 | 2582 | 39,29
155 6b 12,6 6,7 1,26 359 | 23,40 | 40,08
156 6C 10,0 6,2 0,88 322 | 26,66 | 41,66
157 7a 8,5 35 034 | 2069 | 10,82 | 13,56
158 | 8/4/2007 | 00h0O 7b 11,5 7,0 1,01 434 | 2465 | 46,66
159 7c 13,0 7,7 1,39 3,48 | 20,82 | 46,91
160 %a 13,0 7.4 1,35 3,73 | 3579 | 30,44
161 % 13,4 7.5 1,33 338 | 3595 | 33,25
162 9c 9,5 4,7 0,61 500 | 3581 | 31,18
172 6a 10,7 6,2 1,19 326 | 2593 | 43,65
173 6b 10,0 4,9 0,60 717 | 21,41 | 37,40
174 6C 10,0 5,6 0,83 8,91 22,84 | 34,80
175 7a 11,5 5,6 0,88 6,78 | 28,76 | 44,40
176 | 8/4/2007 | 04h00 7b 15,0 6,6 1,14 722 | 2865 | 4563
177 7c 12,0 6,2 1,12 540 | 2504 | 39,77
178 %a 13,0 6,7 1,23 429 | 3819 | 32,94
179 % 9,5 4,7 0,60 7,84 | 36,09 | 2573
180 9c 12,5 6,6 1,23 4,02 | 3726 | 33,70
181 6a 14,0 76 1,50 8,70 | 26,17 | 41,10
182 6b 13,5 7.3 1,32 873 | 27,41 | 41,94
183 6C 11,5 5,6 0,97 0,82 | 2854 | 42,80
184 7a 13,5 7.4 1,44 1,69 | 30,23 | 4824
185 | 8/4/2007 | 06h00 7b 12,6 6,3 1,09 2,03 | 2864 | 44,89
186 7c 13,5 7.4 NM 2,89 | 31,35 | 48,40
187 %a 13,5 6,7 11,60 | 2,13 | 40,59 | 35,12
188 % 8,6 4,0 0,43 345 | 37,82 | 33,15
189 9c 12,3 7,0 1,27 2,60 | 41,06 | 33,45

NM = ndo medido
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190 6a 11,0 6,6 1,13 1,74 25,71 42,45
191 6b 10,0 4.9 0,59 3,59 19,99 32,17
192 6¢c 13,5 6,5 1,48 4,64 1,40 1,40
193 7a 15,0 9,0 2,03 1,77 30,79 43,86
194 8/4/2007 | 08h00 7b 11,4 5,6 0,70 3,45 16,03 19,02
195 7cC 13,0 6,0 0,86 2,53 18,43 21,94
196 9a 9,3 5,6 0,74 1,28 35,85 34,51
197 9b 14,5 8,7 NM 1,49 35,85 36,08
198 9c 12,7 6,2 1,02 2,27 36,61 32,62
208 6a 14,0 8,0 1,61 1,70 27,29 46,12
209 6b 13,0 6,7 1,15 3,25 24,76 43,74
210 6¢c NM NM NM 10,79 25,65 41,62
211 7a 12,2 5,4 0,85 18,66 12,71 16,23
212 8/4/2007 | 12h00 7b 10,2 5,2 0,63 17,46 13,95 17,69
213 7c 15,5 8,2 NM 16,04 12,75 14,66
214 9a 11,7 8,7 1,66 6,37 35,74 29,46
215 9b 14,0 7,7 1,47 8,08 37,64 30,93
216 9c 14,2 9,6 2,18 5,63 37,82 31,35

NM = ndo medido
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1 6a 8,5 5,2 0,63 24,84 39,23
2 6b 9,0 5,2 0,64 21,74 36,81
3 6c 10,0 5,6 0,83 25,12 41,78
4 7a 8,5 3,5 0,34 6,80 9,53
5 12/01/2007 7b 9,5 4,5 0,51 9,82 16,75
6 7c 9,7 4.8 0,53 12,44 16,30
7 9a 9,3 5,6 0,74 31,90 26,54
8 9b 8,6 4,0 0,43 26,61 24,15
9 9c 9,0 4,0 0,47 28,02 26,30
10 6a 8,5 6,2 0,86 19,14 33,23
11 6b 9,5 4.6 0,54 32,39 50,65
12 6c 10,0 6,2 0,88 28,17 4423
13 7a 10,0 5,2 0,85 10,72 12,36
14 09/02/2007 7b 9,5 4.6 0,62 14,56 16,55
15 7c 10,5 4.8 0,61 5,71 6,75
16 9a 9,5 4.8 0,60 28,86 24,66
17 9b 9,5 4,7 0,60 29,88 26,57
18 9c 9,0 5,0 0,75 29,49 25,98
19 6a 9,0 7,3 1,08 20,83 36,98
20 6b 10,0 4,9 0,60 24,02 36,68
21 6c 10,5 4,7 0,70 24,85 40,15
22 7a 10,0 5,2 0,78 14,28 16,50
23 09/03/2007 7b 10,2 5,2 0,63 13,75 16,71
24 7c 10,5 4,8 0,61 15,09 20,48
25 9a 10,0 5,0 0,68 36,18 32,46
26 9b 10,0 4.8 0,59 36,58 36,02
27 9c 9,5 4,7 0,64 39,08 31,99
28 6a 12,0 6,5 0,97 18,43 30,20
29 6b 18,5 12,5 3,04 12,85 25,35
30 6c 10,5 7,0 1,08 22,77 39,98
31 7a 13,5 6,8 1,05 14,33 9,04
32 06/04/2007 7b 11,0 5,0 0,61 16,77 26,83
33 7c 14,0 7,5 1,25 14,98 20,10
34 9a 11,0 6,5 0,99 33,79 33,11
35 9b 11,0 5,5 0,74 37,11 30,94
36 9c 14,5 8,5 1,61 39,19 31,77
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37 6a 10,0 5,0 0,65 19,33 29,93
38 6b 10,0 4.9 0,59 17,92 30,28
39 6c 12,0 7,0 1,22 22,81 38,05
40 7a 11,0 55 0,75 8,92 19,64
41 11/05/2007 7b 11,0 4.8 NM 8,59 12,64
42 7c 11,0 5,0 0,61 6,90 9,51
43 9a 11,5 6,7 1,10 31,32 28,24
44 9b 10,5 5,0 1,02 27,61 24,74
45 9c 10,0 5,0 0,65 26,41 24,43
46 6a 10,7 55 0,88 16,19 27,69
47 6b 11,0 6,5 1,12 17,14 30,76
48 6c 10,5 7,0 1,08 18,48 32,82
49 7a 12,0 5,4 0,86 5,51 6,83
50 08/06/2007 7b 11,0 5,0 0,61 8,74 12,98
51 7c 11,0 5,6 0,69 8,36 10,29
52 9a 11,6 6,2 0,94 27,38 24,97
53 9b 10,5 5,8 0,89 36,45 29,12
54 9c 10,5 6,8 1,09 31,56 28,07
55 6a 10,7 6,2 1,19 17,95 29,74
56 6b 11,0 6,6 0,90 22,24 33,83
57 6c 11,2 6,3 0,93 18,85 34,76
58 7a 11,0 6,4 0,87 10,64 15,01
59 13/07/2007 7b 13,0 6,7 1,23 10,43 16,01
60 7c 11,2 5,6 0,72 9,45 15,08
61 9a 11,7 8,7 1,66 39,93 30,26
62 9b 11,0 5,2 0,73 37,02 30,08
63 9c 11,0 55 0,88 41,73 29,56
64 6a 10,8 5,2 0,71 23,03 38,33
65 6b 11,5 6,7 1,00 23,00 36,61
66 6c 11,4 6,2 1,00 18,77 33,09
67 7a 11,5 4,7 0,63 2,42 5,15
68 10/08/2007 7b 11,0 5,2 0,77 15,17 18,00
69 7c 13,0 6,0 0,86 4,62 9,09
70 9a 12,2 6,2 0,99 33,80 0,17
71 9b 11,0 5,5 0,74 30,82 24,49
72 9c 11,0 6,0 0,98 36,93 31,35

NM = ndao medido
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73 6a 11,0 5,1 0,77 17,37 31,32
74 6b 11,5 6,8 1,09 11,17 24,14
75 6c 11,5 5,6 0,97 17,46 28,75
76 7a 11,5 5,6 0,88 2,22 8,68
77 14/09/2007 7b 11,4 5,6 0,70 1,93 10,04
78 7c 12,0 54 0,76 5,77 8,57
79 9a 13,0 6,0 0,96 30,73 26,59
80 9b 11,0 7,0 1,21 30,54 25,96
81 9c 11,0 6.4 0,69 32,01 24,72
82 6a 11,0 53 0,78 16,53 27,96
83 6b 12,0 6,5 1,17 24,83 37,60
84 6c 11,5 7,0 1,12 23,12 36,23
85 7a 11,7 54 0,71 2,67 11,91
86 05/10/2007 7b 11,5 7,0 1,01 11,76 13,24
87 /c 12,0 6,2 1,12 3,50 3,40
88 9a 12,5 6,2 1,04 25,60 1,72
89 9b 12,5 7,8 1,34 33,93 2,31
90 9c 11,0 6.4 0,96 33,72 2,21
91 6a 11,0 6,0 0,88 24,84 39,23
92 6b 12,0 6,8 1,25 21,74 36,81
93 6c 12,0 7,0 1,17 25,12 41,78
94 7a 12,2 54 0,85 6,80 9,53
95 09/11/2007 7b 12,0 5,8 0,84 9,82 16,75
96 /c 12,0 6,7 1,08 12,44 16,30
97 9a 12,7 6.4 1,06 31,90 26,54
98 9b 12,0 6,0 1,08 26,61 24,15
99 9¢c 12,2 6,0 0,96 28,02 26,30
100 6a 11,0 6,6 1,13 19,14 33,23
101 6b 12,0 7,3 1,11 32,39 50,65
102 6c 12,5 6,2 0,97 28,17 44,23
103 7a 12,6 6,4 1,02 10,72 12,36
104 07/12/2007 7b 12,0 7,4 1,51 14,56 16,55
105 /c 12,0 6,2 0,91 5,71 6,75
106 9a 13,0 57 0,92 28,86 24,66
107 9b 12,0 6,5 1,14 29,88 26,57
108 9¢c 11,5 5,0 0,77 29,49 25,98
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