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BASTOS-FREIRE, Jessica Silva Felix. Avaliacdo de extratos de Piper permucronatum no
controle de fitopatdgenos e funcionalidade de neutrdéfilos humanos. 2023. 96f. Tese
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Federal de Rondonia, Porto
Velho, RO, 2023.

RESUMO

O Brasil esta entre os maiores produtores agricolas do mundo, entretanto a producdo do pais
tende a ser limitada pela ocorréncia de doencas que acometem as lavouras. Esse fato tem
impulsionado o uso indiscriminado de agrotoxicos no pais, que é o maior consumidor desses
produtos no mundo, embora sejam considerados eficientes, esses produtos podem desencadear
resisténcia de microrganismos além de ocasionar sérios danos para 0 meio ambiente e para a
salde humana. Extratos vegetais, com potencial microbicida, se destacam como um método
alternativo no controle de fitopatdgenos, nessa perspectiva, extratos de espécies do género Piper
sdo alvo de pesquisas no controle microrganismos. O objetivo deste trabalho foi realizar a
triagem fitoquimica e avaliar o potencial de extratos da espécie Piper permucronatum e suas
fracGes, no controle dos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii e das bactérias
Xanthomonas axonopodis pathovar vesicatoria e Ralstonia pseudosolanacearum, e identificar
o perfil citotdxico dos extratos utilizando as seguintes funcionalidades dos neutréfilos humanos:
viabilidade celular e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Para isso foram
preparados extratos aquosos e alcoodlicos (50 mg/ml extrato bruto) a partir das folhas, talos e
inflorescéncias da planta, e fragdes orgénicas, basicas e aquosas de cada extrato, a partir do
fracionamento liquido- liquido, totalizando 15 tratamentos. A triagem fitoquimica identificou
auséncia e presenca de nove classes de metabdlitos secundarios, dentre as quais Cumarinas e
Alcaloides foram identificadas nos extratos das trés partes da planta estudada. As atividades,
antifingica e antibacteriana, foram testadas por meio de ensaios de antibiograma, onde 0s
extratos foram depositados em meio de cultura BDA para fungos e incorporados ao meio Kado
e Heskett para bactérias, nos quais mediram-se os halos de inibicdo formados. Em ambos os
antibiogramas, os extratos alcoolicos provenientes da espécie P. permucronatum apresentaram
eficiéncia em inibir o crescimento dos patégenos, Entre as fracOes obtidas a partir do
fracionamento liquido-liquido, as 12 fragdes (fase organica) de folhas, talos e inflorescéncias
apresentaram halos de inibicdo no controle dos fungos e bactérias de interesse desse estudo.
Destacaram-se de maneira promissora dos demais tratamentos o extrato alcodlico e a 12 fracao
provenientes dos talos da planta, que apresentaram médias significativas de inibigdo tanto para
os fungos como para as bactérias. Os extratos e frac6es de folhas, talos e inflorescéncias de P.

permucronatum ndo apresentaram toxicidade sobre os neutrofilos humanos e foram capazes de



vii
estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em neutrofilos, sugerindo que 0s
extratos e de P. permucronatum ndo interferem na viabilidade de neutréfilos humanos. Os
resultados obtidos nesse estudo indicam o potencial dos extratos da espécie P. permucronatum,
fonte de moléculas bioativas com potencial contra fungos e bactérias fitopatogénicos, podendo
apos pesquisas adicionais, torna-se uma estratégia de controle desses microrganismos, que
apresente menor impacto a satde humana quando comparados aos agrotdxicos convencionais.

Palavras-chave: Fitopatdgenos; Género Piper; Extratos vegetais; Sistema imunolégico;

Neutréfilos.
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BASTOS-FREIRE, Jessica Silva Felix. Evoluation of Piper permucronatum extracts in the
control of phytopathogens and functionality of human neutrophils. 2023. 96f. Thesis

(Doctoral Degree in Biodiversity and Biotechnology) — Federal University of Rond6nia, Porto
Velho, RO, 2023.

ABSTRACT
Brazil is among the largest agricultural producers in the world, however the country's
production tends to be limited by the occurrence of diseases that affect crops. This fact has
boosted the indiscriminate use of pesticides in the country, which is the largest consumer of
these products in the world, although they are considered efficient, these products can trigger
resistance of microorganisms in addition to causing serious damage to the environment and
human health. Plant extracts with microbicidal potential stand out as an alternative method in
the control of phytopathogens, in this perspective extracts of species of the genus Piper are the
target of research in the control of microorganisms. The objective of this work was to carry out
phytochemical screening and evaluate the potential of extracts of the species P. permucronatum
and its fractions in controlling the fungi Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii and the
bacteria Xanthomonas axonopodis pathovar vesicatoria and Ralstonia pseudosolanacearum,
and to identify the cytotoxic profile of the extracts using the following functionalities of human
neutrophils: cell viability and the production of reactive oxygen species. For this, aqueous and
alcoholic extracts (50mg/ml crude extract) were prepared from the leaves, stems and
inflorescences of the plant, and organic, basic and aqueous fractions of each extract, from
liquid-liquid fractionation, totaling 15 treatments. The phytochemical screening identified the
absence and presence of nine classes of secondary metabolites, among which Coumarins and
Alkaloids were identified in the extracts of the three parts of the studied plant. The antifungal
and antibacterial activities were tested by means of antibiogram assays, where the extracts were
deposited in BDA culture medium for fungi and incorporated into Kado and Heskett medium
for bacteria, in which the inhibition halos formed were measured. In both antibiograms,
alcoholic extracts from the species P. permucronatum showed efficiency in inhibiting the
growth of pathogens. Among the fractions obtained from the liquid-liquid fractionation, the 1st
fractions (organic phase) of leaves, stems and inflorescences showed inhibition halos in the
control of fungi and bacteria of interest in this study. The alcoholic extract and the 1st fraction
from the plant stems stood out in a promising way from the other treatments, which showed
significant means of inhibition for both fungi and bacteria. The extracts of leaves, stems and
inflorescences of P. permucronatum showed no toxicity on human neutrophils. The extracts

were also able to stimulate the production of reactive oxygen species (ROS) in neutrophils,
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suggesting that P. permucronatum extracts do not interfere with the viability of human
neutrophils. The results obtained in this study indicate the potential of extracts from the species
P. permucronatum, a source of bioactive molecules with potential against phytopathogenic
fungi and bacteria, which, after additional research, could become a control strategy for these
microorganisms, which has less impact on human health. when compared to conventional
pesticides.

Keywords: Phytopathogens; Genus Piper; Plant extracts; Immune system; Neutrophils.
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1. INTRODUCAO

Agricultura € a atividade socioeconémica responsavel pela producéo de alimentos, que
ocupa ao longo da historia da humanidade terras férteis dos vales de rios, € que com 0 avango
das tecnologias passou a ocupar novas areas a partir de técnicas que tornaram os solos mais
produtivos (Lima et al., 2019). Sendo assim, a agricultura é a responsavel por gerar alimento
para toda a populagdo mundial.

As mudancas climéticas e 0 aumento significativo da populacdo mundial configuram
um desafio para a producédo agricola global (Bernardo et al., 2019). Nesse cenario o Brasil se
destaca como um importante produtor agropecuario, responsavel por fornecer uma extensa
variedade de alimentos e insumos para distintos setores de atividade econdmica no mercado
nacional e internacional (Araujo; Vieira Filho, 2018).

Apesar da importancia da agricultura, Aradjo e Oliveira (2017) afirmam que esse
aumento da produtividade agricola do Brasil e do mundo, associado as monoculturas e ao
agronegocio de exportacdo, tem sido responsavel por inimeros impactos socioambientais e a
salde publica, dentre eles destaca-se 0 uso constante de agroquimicos, em especial agrotoxicos.
Entende-se por agroquimicos: 0s sanitizantes, desinfetantes e caldas, ja 0s agrotdxicos sao
representados pelos: fungicidas, inseticidas, ascaricidas, feromdnios e reguladores de
crescimento (EMBRAPA, 2020).

A extensa area de plantio do Brasil, em paralelo a constante incidéncia de doencas
causadas por agentes fitopatogénicos elevou o pais ao posto de maior mercado mundial
consumidor de agrotoxicos do mundo desde 2008 (ABRASCO, 2012; Pignati et al., 2017).
Presentes no mercado de diferentes formas de aplicacdo, os agrotoxicos atraem os agricultores
devido o simples manuseio, economia e a eficacia dos produtos em um curto periodo de tempo
(Belchior et al., 2014; Silva et al., 2014).

Entretanto a utilizacdo de exacerbada de agrotoxicos gera consequéncias danosas de
contaminacdo ao meio ambiente, tais como rios, solo, lencois freaticos e ar (Costa et al., 2019).
Isso porque, uma grande quantidade dos agrotdxicos aplicados na agricultura tende a escoar nas
aguas superficiais e subterraneas e a ficar disperso na atmosfera (Busato et al., 2019). Além
disso, pesquisas apontam que o uso indiscriminado desses produtos vem causando um numero
elevado de intoxicagdes a saide humana devido as substancias que compdem esses produtos
(Barbosa et al., 2020; Santos et al., 2021).

A presenca de substancias provenientes de agrotoxicos em amostras de sangue humano
e no leite materno, aponta a possibilidade de anomalias congénitas, de cancer e doengas mentais

relacionadas ao uso de agrotdxicos (Siqueira; Kruse, 2008). Disperso em condi¢des ambientais,
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0s agrotoxicos podem induzir mudancas significativas no neurodesenvolvimento e em
mecanismos do sistema imunoldgico (Pereira, 2017).

O contato com diferentes substancias presentes nos agrotoxicos é capaz de causar a
toxicidade celular e afetar o funcionamento de diferentes organelas celulares (Goulart, 2014).
Anélise realizada com o sangue periférico de trabalhadores expostos diretamente ao manuseio
desses produtos mostrou danos ao DNA e valores abaixo do normal de neutréfilos (Ramos,
2009).

O sistema imunologico é formado por uma complexa rede de orgdos, células e
moléculas, especializados na manutencdo da homeostase do corpo humano, sendo esse
responsavel pela defesa do organismo contra infecc@es, neutralizagdo de toxinas e reparagdo de
tecidos (Condino-Neto, 2014). Diante a importancia desse sistema para a salde, ressalta-se que
individuos com respostas imunes irregulares estdo suscetiveis a infecgoes sérias, muitas vezes
em que ha risco de vida (Abbas et al., 2017).

Os neutrofilos sdo células polimorfonucleares que integram o sistema imunoldgico,
especializadas no combate a infeccdes através da fagocitose do patdgeno (Da-Silva; Finotti,
2019). Como as células mais abundantes do sistema imune, cerca de 50% dos leucdcitos, os
neutrofilos compBem a principal barreira do sistema imune inato contra microrganismos (Bauer
et al., 2015; Silva, 2015).

Os neutrofilos, células altamente inflamatorias, sdo as primeiras células a serem
recrutadas para o local da infeccdo, constituindo dessa forma a primeira linha de defesa do
organismo (Camicia; Larrafiaga, 2013). Essas células utilizam diversos mecanismos para a
eliminacdo de patégenos, como a fagocitose, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERQOS),
liberacdo de enzimas presentes em seus granulos e a formacdo de armadilhas extracelulares —
NETSs (Segal, 2005; Kaplan; Radic, 2012).

A deficiéncia dessas células ou irregularidade de suas funcdes, podem gerar problemas
para a saude do individuo, uma vez que elas sdo importantes para que ocorra a contencdo de
microrganismos no processo inflamatdrio (Da-Silva; Finotti, 2019). Novato-Silva et al. (2021)
afirmam que a exposigdo a agrotoxicos causa danos as celulas imunes, o que tende a diminuir
a resisténcia a infeccdes.

Os impactos ao meio ambiente e a saude humana causados pelo uso excessivo de
agrotoxicos na agricultura, impulsionam pesquisas por novos métodos alternativos no controle
de pragas que acometem as lavouras, com o intuito de uma agricultura menos degradante e mais

sustentavel (Da Silva et al., 2021). Dentre as alternativas estudadas, os extratos de plantas no



18

controle de fungos e bactérias vem se tornando um potencial agricola de interesse
biotecnoldgico.

Por serem seres complexos, as plantas apresentam um metabolismo capaz de produzir
inUmeras substancias quimicas variaveis, algumas que sdo essenciais para o0 crescimento da
planta denominadas metabdlitos primarios, e 0os metabolitos secundarios que sao responsaveis
pela protecdo da planta (Santos; Silva, 2015). Os metabdlitos secundarios sdo compostos por
uma ampla variedade de substancias com principios ativos com potencial bioativo (De Sa-Filho
etal., 2021).

A diversidade de metabdlitos existentes nas plantas gera grande possibilidade destas
serem utilizadas no desenvolvimento de novos produtos com atividade microbicida (Pereira et
al., 2022). Estudos apontam a descoberta de novas moléculas provenientes de plantas nativas
com potente atividade antimicrobicida no controle de agentes fitopatogénicos (Silva et al.,
2017). Por serem ricas em metabdlitos secundarios, espécies da familia Piperaceae séo
consideradas uma importante fonte de substancias com potencial bioativo (Simmonds et al.,
2021).

Descrita por Paul Dietrich Giseke a familia Piperaceae é composta por ervas terrestres,
subarbustos, arvores e arvoretas ou trepadeiras a familia apresenta aproximadamente 3.615
espécies distribuidas nos trépicos e subtropicos (Joly, 1993; Christ et al., 2016; Melo et al.,
2013). No Brasil a familia esta representada por quatro géneros: Manekia, Ottonia, Peperomia
e Piper (Guimaraes et al., 2015).

O género Piper é 0 que apresenta maior nimero de espécies da familia Piperaceae,
aproximadamente 2.000, podendo ser encontradas nas regides tropicais e subtropicais de todo
mundo (Quijano — Abril et al., 2006). Amplamente distribuido em territorio brasileiro, o género
Piper é considerado o quinto género mais diverso em nimeros de espécies no pais,
aproximadamente 291, com maior riqueza de dominio Amazonico (BFG, 2015).

Espécies do género Piper vem sendo utilizadas na medicina popular ao longo dos anos
em diversas partes do mundo, ao tempo em que sdo descritas por produzirem compostos com
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas diversas (Santos et al., 2012). Inimeros metabolitos
secundarios ja foram descritos em espécies do género Piper, como alcaloides, flavonoides,
terpenos, compostos fenolicos e acido benzoico, o que relaciona as piperaceas com um grande
potencial biolégico que vem sendo amplamente investigado (Pereira et al., 2020).

Os compostos presentes em espécies do género Piper despertam o interesse por essas
plantas tanto na area farmacol6gica quanto na area agronémica (Freire et al., 2022). Espécies

de Piper séo descritas na literatura por apresentarem propriedades inseticidas (Scopel et al.,
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2018), acaricida (Braga et al., 2018), antimicrobiana, antioxidante, antimalarica e anti-
inflamatdria (Mgbeahuruike et al., 2017).

O potencial bioativo relatados em espécies do género Piper no controle de
microrganismos nos propde a eficiéncia de substancias proveniente de extratos dessas espécies,
no controle de fitopatdgenos importantes para a agricultura, o que se relaciona com a
necessidade de serem desenvolvidos novos produtos, menos toxicos, com base natural, que

possam substituir agrotoxicos comerciais.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de extratos de P. permucronatum e suas fra¢cdes no controle de fungos e

bactérias fitopatogénicas, e o perfil citotdxico frente a neutréfilos humanos.
1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a triagem fitoquimica preliminar dos extratos brutos de folhas, talos e
inflorescéncias de Piper permucronatum;

e Fracionar os extratos folhas, talos e inflorescéncias de Piper permucronatum;

e Auvaliar in vitro a atividade fungitoxica e bactericida dos extratos de folhas, talos e
inflorescéncias de Piper permucronatum e suas fracGes, no controle de fungos e
bactérias fitopatogénicas;

e Avaliar o efeito dos extratos e fragfes obtidas sobre a viabilidade celular de neutréfilos
humanos;

e Auvaliar o efeito dos extratos e fragdes obtidas sobre a producao das espécies reativas de

oxigénio — ROS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AGRICULTURA NO BRASIL

O atual cenério da agricultura brasileira é resultado de importantes transformacdes que
ocorreram no pais desde a década de 1960, ao longo desses anos o Brasil deixou de ser
importador liquido de alimentos para se tornar um dos maiores exportadores mundiais (Vieira
Filho; Gasques, 2016). Decorréncia da disponibilidade de insumos modernos, maquinaria,
instrumentos de politica agricola e o apoio fundamental da ciéncia, que possibilitou 0 aumento
significativo da produtividade da terra, do trabalho e do capital (Alves et al., 2008).

Com uma area territorial de aproximadamente 852 milhdes de hectares e um clima
favoravel, o Brasil esta entre os principais produtores agricolas globais (Hubbard et al., 2017).
De acordo com Ferraz e Skorupa (2017) o Brasil entrou de forma definitiva no mercado dos
grandes produtores mundiais de gréos, cereais e oleaginosas e com isso novos ciclos
agroecondmicos se desenvolveram.

Nas Ultimas cinco décadas, o Brasil passou de importador para um dos mais importantes
produtores e exportadores mundiais, 0 que atende uma média de 1,5 bilhdo de pessoas no
mundo (EMBRAPA, 2018). Um resultado promissor de investimentos com ciéncia e
tecnologia, que auxiliaram no crescimento da produtividade no setor agropecudrio brasileiro
(Alves; Vieira Filho, 2023).

Atualmente o Brasil é o terceiro maior exportador mundial de produtos agropecuarios,
atras apenas dos EUA e Unido Europeia (FAOSTAT, 2022). O pais terminou 0 ano de 2022
com crescimento de 32,0% no valor das exporta¢bes do agronegdcio, e fechou janeiro de 2023
com uma alta de 16,4% em relagcdo ao mesmo més do ano passado, atingindo um recorde de
US$10,22 bilhdes para o0 més (Kreter et al., 2023).

Luna e Klein (2019) enfatizam que a consolidacdo do Brasil no mercado de exportacédo
de produtos agricolas ocorreu simultaneamente com o crescimento da producéo e produtividade
das culturas alimentares tradicionais, o0 que permitiu suprir 0 mercado interno e
consequentemente gerou uma queda nos precos internos dos alimentos que compdem a cesta
bésica.

Dentre a variedade de produtos agricolas produzidos no pais, destaca-se nesse estudo o
cultivo de feijdo e tomate, assim como doencgas importantes para essas cultivares e 0s métodos

comumente utilizados para o controle de pragas.
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2.1.1 CULTIVO DE FEIJAO

Entre as cultivares produzidas no Brasil destaca-se o cultivo do feijdo comum
(Phaseolus vulgares, L), sendo o pais o terceiro maior produtor do mundo (Bezerra, 2023).
Com uma area plantada de 2.923,3 mil ha e a produtividade de 977 kg/ha, o Brasil possui trés
épocas distintas de plantio de feijdo, dividido em primeira safra (agosto a dezembro), segunda
safra (janeiro a abril) e terceira safra (maio a julho), o que favorece uma oferta constante do
produto (Conab, 2021). Presente em praticamente todos os estados brasileiros, durante a
temporada 2020/2021 o estado de Rondénia colheu aproximadamente 3,3 mil hectares da
cultura de feijdo na segunda safra (Conab, 2021).

Classificado no grupo dos “pulses” - leguminosas secas, o feijdo, assim como as demais
leguminosas dessa categoria, é rico em fibras, proteinas, vitaminas e aminoacidos (BRASIL,
2018). De acordo com Mudryj et al., (2014) constituido de forma significativa por vitaminas e
minerais como ferro, zinco, folato e magnésio, consumir meia xicara de feijao por dia melhora
a qualidade da dieta do individuo.

Entre os fatores que limitam a produtividade do feijdo destacam-se as doencas que
acometem as culturas. No Brasil sdo descritas mais de 20 doencas de origem bioticas que afetam
de maneira consideravel o cultivo de feijdo (Beladeli et al., 2021). Dentre as doencas do
feijoeiro, as causadas por fungos sdo de grande importancia econdmica para o pais, uma vez
que acarretam em perdas de até 100%.

A mela do feijoeiro ou murcha da teia micélica causada pelo fungo Thanatephorus
cucumeris (anamorfo Rhizoctonia solani Kuhn) é considerada uma das doencas do feijoeiro
com maiores indices de perdas da regido amazonica devido ao clima quente e tmido (Fernandes
et al., 2020). O patdgeno T. cucumeris é um basidiomiceto que habita no solo e apresenta uma
grande capacidade saprofitica e competitiva e produz esclerédios como estruturas de resisténcia
(Wendland et al., 2018).

Os sintomas da doenca se caracterizam por tipica infec¢do que inicia nas folhas, como
manchas encharcadas de forma circular e irregular, sob alta umidade as manchas podem atingir
o caule e as vagens formando uma teia micélica, o que afeta toda a planta e plantas vizinhas
(Wendland et al., 2018).

No Brasil a infeccdo por Rhizoctonia solani Kuhn acomete vérias importantes lavouras
(Costa et al., 2017) e ndo somente a do feijoeiro comum, o fungo causa danos ao se hospedar
em diversas culturas como: Mogno-africano (Khaya ivorensis A. Chev.) (Schurt et al., 2019),

na soja (Glycine max) (Gabardo et al., 2020), feijao caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) (Sousa
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et al., 2017), é o responsavel por causar o mal do braquiardo (Vieira Junior et al., 2015) e no
plantio de arroz (Oryza sativa L.) (Schurt et al., 2013).

A podridédo do colo ou murcha de escler6tium também € uma doenca importante para a
cultura do feijéo. Causada pelo fungo basidiomiceto Sclerotium rolfsii Sacc (anamorfo Aetholia
rolfsii (Curzi) Tu e Kimbr, a podridao do colo ocorre em regides de clima tropical e subtropical,
em condi¢des de temperatura e umidade elevadas, seguidas por periodos secos (Blum et al.,
2003).

Os sintomas da doenca se caracterizam por lesdes de coloracdo marrom e aquosas que
iniciam do colo da planta, mas que rapidamente avancam causando a podridao do colo (Canale
et al., 2020). Sob ambiente favoravel ao avango da infeccdo, a doenga pode matar as plantas
em qualquer fase do seu ciclo (Wendland et al., 2018).

O patogeno S. rolfsii é denominado poligafo, ou seja, assim como o T. cucumeris, 0 S.
rolfsii também consegui hospedar uma grande variedade de espécies de plantas (Canale et al.,
2020). A literatura aponta danos causados por esse fungo em meloeiro (Nogueira et al. 2019),
soja (Queiroz et al., 2020), feijao-caupi (Sobrinho; Santos, 2021) e na cultura de girassol
(Aragjo et al., 2014).

2.1.2 CULTIVO DE TOMATE (Solanum lycopersicum)

O tomate (Solanum lycopersicum) esta entre as hortalicas mais produzidas no mundo,
nesse cendrio o Brasil se destaca na producdo por apresentar condi¢fes climaticas favoraveis
ao seu cultivo que é realizado em praticamente todos os estados do pais (Filgueira, 2013).
Atualmente o Brasil ocupa a oitava posi¢do no ranking mundial de produtores de tomate, com
uma producdo em torno de 4 milhdes de toneladas (Pedo et al., 2022).

O tomate estd presente na mesa da populacdo tanto in natura como na forma
industrializada, sua importancia alimentar e nutricional estd caracterizada pela alta
concentracdo de licopeno, um antioxidante que atua no organismo contra radicais livres, até
mesmo, o cancer (Conab, 2019). Além disso, o tomate é rico em proteinas, compostos bioativos
e carboidratos, e vitamina C (Martins Filho et al., 2022).

Apesar da elevada produtividade observada pela tomaticultura nacional alguns fatores
limitam a sua produtividade, dentre os quais destaca-se a alta suscetibilidade a doencas causadas
por fungos, bactérias, nematoides e virus, o que pode levar a perdas de até 100% da producéo
(Domingues et al., 2017; Mendonca et al., 2018). Dentre as doengas que acometem a cultura

de tomate, as de origem bacteriana sdo as que se apresentam com maiores dificuldades de
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manejo, das quais destacam-se a Mancha-bacteriana e a Murcha-bacteriana (Pereira et al.,
2013).

A mancha-bacteriana causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
pode causar perdas significativas em lavouras de tomate. Em condi¢6es climaticas favoraveis a
doenca (altas temperaturas, chuvas e ventos) ou em caso de plantio de cultivares suscetiveis,
pode ocorrer a reducdo acima de 50% da produtividade (Quezado-Duval; Lopes, 2010).

A bactéria consegue infectar a planta pelos estdmatos ou por meio de feridas e aberturas
naturais do tecido (Hassan; Zyton, 2017). Os sintomas da Mancha-bacteriana caracterizam-se
por manchas nas folhas mais velhas, de formato irregular e encharcadas que se tornam
necroticas. Os frutos também apresentam manchas grandes e profundas (Pereira et al., 2013).

A bactéria X. axonopodis vesicatoria sobrevive por dias a semanas no solo, geralmente
em restos de culturas doentes ou infectadas (Fonseca, 2018) o que dificulta o controle da
doenga. Segundo Lopes e Quezado-Duval (2005) a doenca afeta a comercializagdo do tomate
tanto in natura, devido as manchas no fruto, como para a industrializagdo, uma vez que a doenca
provoca a insolacdo direta no fruto e com isso a reducdo do teor de agucar (brix), o que resulta
na desvalorizacdo do produto.

A Murcha-bacteriana causada pela bactéria Ralstonia pseudosolacearum, é umas das
principais doencas que acometem as solanéceas, historicamente é uma doenca limitante da
producéo de tomate em climas tropicais o que reflete de maneira significativa os cultivos na
regidao Norte do Brasil (Lopes et al., 2015).

Os sintomas da doenca progridem de maneira rapida, iniciando com a murcha das folhas
e posterior a murcha total da planta de cima para baixo de maneira irreversivel, resultado da
interrupcdo parcial ou total do fluxo de agua desde as raizes até o topo (Pereira et al., 2013;
LOPES, 2009). A doenga se manifesta em qualquer estadio de desenvolvimento da planta, mas
€ mais comum que ocorra na formacédo do primeiro cacho de frutos (Lopes, 2009).

A R. pseudosolacearum, é uma bactéria gram negativa, aerobica da familia das
Pseudomonadaceae (Tejera et al., 2016). Considerada de extrema importancia para a
agricultura, a bactéria R. pseudosolanacearum tem a capacidade de sobreviver no solo por
muitos anos, o que inviabiliza o cultivo de solanaceas em areas infestadas por muito tempo
(Lopes, 2009).

Adaptadas as diferentes condigdes ambientais e versateis em termos de metabolismo, as
fitobatérias associadas ao solo, sdo patégenos causais de doengas de dificil controle, o que
resulta em prejuizos econdmicos relevantes, e que requer varias estratégias de pratica de manejo
(Lanna Filho, 2015; Lopes; Mendonga, 2016).
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2.2 CONTROLE DE FITOPATOGENOS

O controle das doencas do feijoeiro causadas por fungos € comumente realizado com a
utilizacdo de fungicidas especificos. Fernandes et al., (2005) afirmaram que no estado de
Ronddnia o uso do fungicida Azoxystrobin, permitiu durante anos a diminui¢do de danos
causados pela mela e outras doencas fangicas no cultivo de feijdo, mas alertaram a falta de
registro desse produto no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -MAPA, para 0
controle dessa doenca. J& o controle de doengas causadas por bactérias no cultivo de tomate €
tradicionalmente realizado com o uso de fungicidas e produtos a base de cobre (Nascimento et
al., 2013).

N&o somente nas cultuas de feijao e tomate, mas o controle de doencas que acometem
as culturas agricolas vem sendo realizado com a aplicacdo de agroquimicos ou agrotoxicos a
anos (Nava, 2020). Introduzidos na agricultura na década de 1940, a utilizacdo desses produtos
ocasionou, no inicio, impactos positivos na producdo (Rembischevski; Caldas, 2018).

Entretanto, o uso intensivo e indiscriminado de produtos quimicos a longo prazo, tem
despertado a preocupacdo da sociedade devido aos crescentes problemas ambientais e a salde
humana, como a contaminacdo de &guas, solos, animais e alimentos e a intoxicacdo de
agricultores (Macédo et al., 2018). No Brasil, por exemplo, a utilizacdo constante de
agrotoxicos tem gerado intensos debates nas ultimas décadas (Sousa; Gorri, 2019).

De acordo com De Moraes (2019) a partir da década de 1990 a utilizacdo de agrotdxicos
nas lavouras do Brasil cresceu de forma abrupta, e apesar do aumento ter sido proporcional aos
demais paises do Mercosul, foi superior a de outros grandes produtores agricolas. Em 2008 o
Brasil assumiu o posto de maior mercado consumidor de agrotoxicos no mundo, entre 2007 e
2017 a comercializacdo desses produtos no pais passou a marca de 500 mil toneladas por ano
(Tavares et al., 2020).

Estudos apontam que o aumento da utilizagdo de agrotoxicos resulta na contaminagao
do meio ambiente, com efeitos toxicos para a fauna, flora e para a saude humana (Aguiar et al.,
2019; Ribeiro et al., 2022). No Brasil, Pignati et al., (2018) afirmaram que 0 uso intenso de
agrotoxicos na producdo agricola do pais, gera pressdes negativas no ambiente, na satde dos
trabalhadores rurais, na contaminagdo dos alimentos e consequentemente efeitos deletérios a
salde humana.

O numero de casos de intoxicacao, devido ao uso e disseminacdo desses produtos, tem

aumentado de maneira consideravel e preocupante no Brasil (Queiroz et al., 2019). Dados
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apontam que anualmente ocorrem mais de 200 mil mortes devido a problemas gerados pelo uso
inadequado de agrotoxicos (Da Slva Moraes et al., 2018).

As intoxicacOes por agrotoxicos podem provocar distimias (alteragdes de humor),
distdrbios de comportamentos (surtos psicéticos), insonia, impoténcia sexual masculina,
alteragcdes da pressdo arterial, cefaléia e diminuicdo das defesas do sistema imunologico
(Levigard; Rozemberg, 2004).

O uso intensivo de agrotoxicos tem sido relatado na literatura como responsavel por
prejuizos agudos e cronicos na saude da populacdo (Garcia; De Lara, 2020). Compostos
quimicos presentes em agrotdxicos sdo imunotoxicos para animais € humanos, sendo o sistema
imunoldgico altamente vulneravel aos efeitos destes compostos (Schaalan et al., 2011).

Ao agir nas células que formam o sistema imunolégico, os agrotoxicos podem afetar
todos os sistemas biologicos de um corpo, além de induzir alteracbes nos mecanismos das
celulas imune, e como resultado dessa agdo, modifica a fungéo do sistema imunoldgico (Helali
et al., 2016). Dessa forma os agrotoxicos tém sido relacionados as doencas associadas as
alteracdes da resposta imune, como reacdes de hipersensibilidade, algumas doencas autoimunes

e canceres (Corsini et al., 2013).

2.3 SISTEMA IMUNOLOGICO - NEUTROFILOS

O sistema imune é o conjunto de células, tecidos e moléculas que medeiam a resisténcia
a infeccdes (Abbas et al., 2017). Esse sistema € responsavel por combater infeccdes e agentes
toxicos causados por patégenos, sendo suas respostas conhecidas como respostas imunes
(Nogueira, Lima, 2018; Murphy, 2014).

A resposta imunoldgica esta dividida em resposta adaptativa e resposta inata, sendo a
primeira composta principalmente por linfocitos T e B e seus produtos, citocinas e anticorpos
respectivamente (Terra et al., 2012). Ja a resposta inata consiste em barreiras fisicas (ex. pele),
quimicas (ex. lagrima) e a participacdo de células como os macrofagos, neutrofilos, células
dendriticas, células natural killers (NK), além de moléculas microbicidas como o 6xido nitrico
(NO) e anion superdxido (O2) (Totsch; Sorge, 2017).

Os neutrofilos estdo entre as principais células que compdem a imunidade inata,
responsaveis pela primeira linha de defesa contra microrganismos invasores, e desempenham
um papel importante na modulacéo da resposta inflamatéria (Zuliani et al., 2020). Essas células
se desenvolvem na medula 6ssea a partir de células-tronco hematopoiéticas em um processo

denominado “granulopoiese” (Kruger et al., 2015).
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Também chamados de granulécitos polimorfonucleares (PMNS), por ndo possuirem
nucleo segmentado e diferentes tipos de granulos, os neutréfilos representam a maior fracéo de
leucocitos no sangue periférico (Setubal et al., 2020). Essenciais para que os neutrofilos
consigam cumprir seu papel, os granulos sédo subdivididos em priméarios ou azurdfilos,
secundarios ou especificos e terciarios ou de gelatinase, além de vesiculas secretoras (Cowland;
Borregaard, 2016). Esses granulos sdo compostos por proteinas antimicrobianas mobilizaveis,
gue permitem aos neutréfilos respostas rapidas e eficientes (Yin; Heit, 2018).

O sistema imunoldgico € caracterizado por um rapido fluxo de neutrofilos para os
tecidos afetados, sendo sua principal funcdo eliminar detritos e infecgdes (Leliefeld et al.,
2015). Isso ocorre porque essas células sdo recrutadas para os tecidos ou locais de infecgdo com
a ajuda de distintas substancias quimiotaticas, estas por sua vez sao derivadas de
microrganismos, componentes teciduais alterados ou mediadores inflamatérios (Reis; Duarte,
2018).

Além disso, Scapini e Cassatella (2014) afirmam que os neutrofilos sdo capazes de
influenciar os circuitos reguladores nas respostas inata e adaptativa, uma vez que, recrutados
para os tecidos inflamados, os neutrdfilos sdo envolvidos em interacdes bidirecionais
complexas com outras células do sistema imunoldgico. Uma pesquisa recente revela que essas
células sdo capazes de regular com preciséo a liberagcdo de suas enzimas granulares por fluxos
ibnicos, podendo liberar citocinas e quimiocinas imunomoduladoras que interagem com
componentes do sistema imunoldgico (Delgado-Rizo et al., 2017).

Uma caracteristica importante dos neutréfilos é a sua resposta a estimulos com um
aumento no consumo de oxigénio, processo que requer energia (Abbas et al., 2017). Esse
mecanismo oxidativo emprega espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), que
sdo geradas a partir do anion superéxido produzido pelo complexo NADPHoxidase (Santos,
2007). Além de desempenharem papel importante na eliminacdo de patdégenos, as ROS séo
moléculas de sinalizacdo chave, regulando o crescimento e adesdo celular, diferenciacéo,
senescéncia e apoptose (Mittal et al., 2014).

Como descrito, o sistema imunoldgico exerce grande importancia na homeostasia do
organismo, e € esse 0 sistema mais sensivel a agentes xenobidticos (Silverio; Pinheiro, 2019).
Nesse sentido, Pereira (2021) afirma que o sistema imunoldgico é o que mais apresenta efeitos
deletérios pela exposicéo a agrotdxicos.

Estudos apontam os efeitos nocivos causados nas células pelo contato excessivo de

agrotdxicos na agricultura, e o contato direto com esses produtos (Souza et al., 2021; Cestonaro,
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2022). Lee et al., (1979) afirmaram que compostos presentes em agrotdxicos, como a parationa
metilica foi responsével pela inibi¢do de quimiotaxia de neutréfilos humanos.

O pesticida organofosforado amplamente utilizado da década de 90, ao ser estudado na
resposta imune, diminuiu de forma significativa a quantidade de neutrdéfilos, alem de interferir
em sua capacidade fagocitaria (Siwicki et al., 1990). Em um estudo mais recente, Mitra et al.,
(2019), ao investigarem os organofosforados relataram que estes induzem efeitos
imunomoduladores em vertebrados, alterando as funcbes dos neutrofilos e a producdo de
macrdéfagos.

Testes citotdxicos in vitro identificaram a alta toxicidade do glifosato, um herbicida
amplamente utilizado na agricultura, e de seus derivados comerciais, frente a células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (Martinez et al., 2007). Produtos provenientes
de glifosato também agiram de maneira significativa na morfologia de PBMCs, indicando
alteracdo na granularidade celular e no tamanho dessas células (Kwiatkowaska et al., 2016).

Ao avaliarem os possiveis danos hematoldgicos em trabalhadores agricolas expostos ao
contato direto com agrotoxicos, Payan-Renteria et al., (2012) identificaram nesse grupo,
amostras com fragmentos de DNA livres no plasma, além de alteracdo em volume plaquetario
médio (VPM), em comparacdo com os dados de trabalhadores rurais ndo expostos. Dalbé et al.,
(2019) relataram variacfes na quantidade de leucdcitos e neutréfilos nas amostras sanguineas
de trabalhadores rurais, e afirmaram que a exposi¢cdo aos agrotoxicos pode aumentar a
quantidade dessas células.

Outra importante problematica, apontada por Carneiro et al., (2015) diz respeito aos
profissionais e servicos de salude ndo estarem devidamente capacitados para diagnosticar os
efeitos relacionados com a exposi¢édo aos agrotoxicos, tais como neuropatias, imunotoxicidade,
alteracGes do sistema reprodutor, entre outros danos a saude. Os autores apontam ainda que,
sem o diagnostico adequado, enfermidades ligadas aos agrotéxicos sdo ocultadas dos dados
publicos.

Esses fatos corroboram com a necessidade de métodos alternativos de menor impacto a
salide humana e ao meio ambiente, que resulte em produtos alimenticios mais saudaveis, o que
tem se tornando um desafio para a agricultura moderna (Garcia et al., 2012; Almeida et al.,
2013; Ferreira et al., 2014).

A busca por métodos alternativos para o controle de fitopatdgenos, a partir de produtos
naturais extraidos de plantas, é bastante promissora frente a resisténcia apresentada pelos

produtos sintéticos (Da Silva et al., 2020).
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2.4. METODOS ALTERNATIVOS PARA O CONTROLE DE FITOPATOGENOS

A utilizacdo exacerbada de agrotéxicos e suas consequéncias danosas para 0 meio
ambiente e a saude humana, vem levantando sérios debates e fazendo com que a sociedade
busque por alternativas para diminuir a utilizacdo de agrotdxicos na producdo de alimentos
(Miorin et al., 2016). No documento publicado na Conferéncia das Nagdes Unidas sobre
Comércio e Desenvolvimento realizado em 2010, hé a recomendacao que governos encorajem
0 uso de varias formas de agricultura com baixo uso de insumos externos para o controle de
pragas, que minimize o uso de agrotdxicos nas lavouras (Londres, 2012).

Nesse sentido, o Brasil enfrenta grandes desafios, uma vez que o modelo de agronegocio
brasileiro é baseado na utilizacdo constante de agrotdxicos nas culturas, o que reflete além de
questBes econdmicas, mas também de sustentabilidade, social e ambiental, 0 que acentua a
necessidade de novas praticas agricolas (Izolani; Tybusch, 2020). Borsoi et al., (2014) ao
revisarem 0 impacto dos agrotoxicos na sociedade, apresentaram técnicas de cultivos
sustentaveis, as quais citaram a utilizacao de defensivos naturais, que podem resultar em uma
producdo mais limpa.

Os defensivos naturais sdo produtos preparados a partir de substancias que tendem a ser
menos nocivas ao meio ambiente e a salde humana, incluem-se nessa categoria 0s agentes de
biocontrole, os biofertilizantes liquidos, as caldas, os feromonios, os 6leos essenciais e extratos
de plantas (Ayres et al., 2020). Oleos essenciais ou extratos vegetais se apresentam como uma
alternativa promissora sobre o controle importantes patdgenos da agricultura.

Isso porque, as plantas produzem uma variedade de produtos quimicos classificados
como metabolitos primarios e metabolitos secundarios (Borges; Amorim, 2020). Define-se
como metabolitos primarios os processos comuns a maioria dos vegetais ligados ao crescimento
e desenvolvimento das plantas, e que levam a sintese de carboidratos, proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (Rezende et al., 2016).

Ja os metabolitos secundéarios das plantas sdo caracterizados como 0s compostos que
ndo tem fungbes reconhecidas na manutencdo de processos vitais basais (crescimento,
desenvolvimento e reproducgéo), mas que desempenham um papel essencial da interacdo da
planta com seu meio ambiente (Souza et al., 2019). Os metabolitos secundarios sdo altamente
especificos, e atuam nas plantas como atrativos ou repelentes de polinizadores, dissuasores de
herbivoria, na protecdo contra radiacdo UV e poluicgéo, estresse hidrico e na alelopatia (Borges;
Amorim, 2020; Rezende et al. 2016).
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Dessa forma, extratos vegetais, amplamente empregados na agricultura no século XIX,
ressurgem como uma opg¢ao promissora para 0 manejo integrado em protecdo de plantas contra
microrganismos (Santos et al., 2013). Extratos obtidos a partir de plantas medicinais da flora
nativa, tém apresentado eficiéncia no controle de microrganismos fitopatogénicos (Schwan-
Estrada et al., 2000).

O potencial de extratos vegetais no controle de fitopatdgenos vem sendo descrito na
literatura por apresentarem acdo fungicida (Bernardo et al., 2015; Domingos et al., 2021),
bactericida (Silva et al., 2005; Oliveira et al., 2018), inseticida (Migliorini et al., 2010; Neri et
al., 2020); acaricida (Da Silva et al., 2020; Oliveira et al., 2022) e nematicida (Guimarées et
al., 2021; Daniel et al., 2022).

Da Silva et al., (2022) obtiveram resultados satisfatorios ao avaliarem diferentes
extratos vegetais, no controle do crescimento micelial e esporulacao de importantes fungos que
acometem o cultivo de feijdo. Extratos de plantas nativas também foram eficientes em inibir o
crescimento da bactéria R pseudosolanacearum em testes in vitro, e reduzir a severidade da
doenca em testes in vivo (Silva et al., 2020). Estudos que apontam a utilizacdo de extratos como
método alternativo no controle de pragas no cultivo de feijdo e tomate.

Nesse sentido, extratos de espécies pertencentes ao género Piper se destacam por
apresentarem resultados promissores na area de quimica e prospec¢do biotecnoldgica, tanto

para o ramo da satde como da agricultura, (De Oliveira; Rodrigues, 2021).

2.5 FAMILIA PIPERACEAE E GENERO Piper

Pertencente a ordem Piperales, a familia Piperaceae é uma das familias mais primitivas
de Angiospermas, sendo predominantemente de clima tropical (Bay-Hurtado et al., 2016).
Conforme Yuncker (1972) a familia foi descrita por Linnaeus no século XVI1I1, que Ihe conferiu
na época quatro géneros, sendo Piper descrito em 1737.

A familia Piperaceae compreende aproximadamente 3.700 espécies (Christenhusz;
Byng, 2016). De distribuicdo Pantropical, a familia pode ser encontrada principalmente na
Ameérica Latina (Yuncker, 1958) (Figura 1). No Brasil a familia é bastante comum em suas

formacdes florestais (Souza; Lorenzi, 2012).
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Figura 1: Distribuicdo geografica mundial das Piperaceae.

Nota: Presencga de Piperaceae: cores nas tonalidades variando de amarelo a vermelho. Fonte: Missouri Botanical
Garden — MOBOT (2018).

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies dessa familia, cerca de 459 espécies
(De Queiroz; Guimarées, 2020), agrupadas em 5 principais géneros, sendo eles: Macropiper,
Zippelia, Manekia., Peperomia Ruiz e Pav., e Piper L, e estdo amplamente distribuidas nas
florestas Amazonica e na Mata Atlantica (Nascimento et al., 2022).

Com grande importancia econémico e medicinal, destacam-se na familia Piperaceae 0s
géneros Peperomia, que apresenta espécies cultivadas com finalidades ornamentais e
medicinais (Mora-Vivas et al., 2016) e o género Piper que é composto por espécies utilizadas
de modo empirico por diferentes populagdes ao longo dos anos, sendo este 0 género mais
estudado e conhecido do ponto de vista quimico (Nascimento; Lima, 2023).

Da familia Piperaceae o género Piper é o maior e mais representativo em nimero de
espécies aproximadamente 2.000 (BFG, 2015). As espécies que compdem o género Piper
possuem caracteristicas arométicas e sdo amplamente conhecidas por serem utilizadas
popularmente durante décadas como plantas alimenticias, como a Piper nigrum (Judd et al.,
2009) e medicinais (Salehi et al., 2019).

Conforme a classificacdo taxondémica de Cronquist (1981), o género Piper pertence a
divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae, ordem Piperales, familia
Piperaceae. O género é composto por subarbustos, arbustos ou arvoretas, variando entre 1-10m
de altura (Guimarées; Giordano, 2004). Suas folhas sdo alternas inteiras de tamanhos variados;

as flores sdo reunidas em inflorescéncias do tipo espiga ou em racemos solitarios opostos as
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folhas; aclamideas, androgenas ou bissexuadas e seus frutos sdo do tipo drupa com pericarpo
delgado, com estigma persistente (Bardelli et al. 2008; De Oliveira Machado et al., 2017).

No Brasil o género Piper abriga cerca de 289 espécies, das quais 183 sdo endémicas e
distribuidas em todas as regides do pais, sendo a regido norte a detentora do maior numero de
espécies 184, destas 22 podem ser encontradas no estado do Tocantins, 41 em Roraima, 47 no
Amapa, 66 em Ronddnia, 83 no Acre, 106 no Pard, e a pluralidade das espécies identificadas
no Brasil sdo encontradas no estado do Amazonas 140 espécies (Guimardes et al., 2022).

Inmeras espécies de Piper apresentam odor caracteristico do género, 0 que €
relacionado a presenca de 0leos essenciais nas plantas, principalmente nas folhas e nos frutos
(Vieiraetal., 2016). A presenca de contetdo oleifero nas estruturas de espécies do género Piper
explica o fato dessas plantas serem utilizadas na medicina popular e apresentarem grande
importancia econdmica (Gogosz et al., 2012).

Espécies do género Piper vem sendo descritas na literatura por apresentarem em sua
composi¢do moléculas com acdo antimicrobiana (Bohatch Junior et al., 2016), inseticida (Braga
et al., 2017) nematicida (Sangi et al., 2018), fungicida (Gusmao et al., 2020) e bactericida
(Soares, 2020). Mgbeahuruike et al., (2017) apontam a eficiéncia de extratos brutos de
diferentes espécies de Piper em inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas além de
potencial larvicida e fungicida.

Um estudo para avaliar o potencial dos extratos das espécies Piper tuberculatum e Piper
hispidum, identificou a eficiéncia destes em controlar o crescimento micelial dos fungos
Rizoctonia solani e Sclerotium rolfssi (Freire, 2015). O potencial bactericida do género Piper
foi evidenciado por Lemos et al., (2011) ao apontarem a eficiéncia de extratos da espécie Piper
regnelli em controlar o crescimento das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

As propriedades medicinais e microbicidas atribuidas as espécies do género Piper estdo
relacionadas aos metabolitos secundarios produzidos por essas plantas que apresentam
importantes efeitos na salde (Salehi et al., 2019). Metabdlitos secundarios vegetais sdo
formados por compostos organicos com potencial atividade biolégica (Cunha et al., 2016).

Dessa forma, a utilizagdo de extratos provenientes de espécies do género Piper vem se
tornando uma importante fonte de pesquisa, com resultados promissores e com potencial
biotecnoldgico para a busca de novos farmacos para a saide humana e animal, e também de
para novos insumos agricolas menos agressivos ao meio ambiente. Entre as espécies

promissoras, destaca-se nesse estudo a espécie Piper permucronatum.
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2.5.1 Piper permucronatum

A espécie Piper permucronatum foi descrita por Yuncher em 1966 (Monteiro;
Guimardes, 2009). E composta por arbustos com até 2m de altura, ramos glabrosos, bainha
curta; folha com peciolo 1 -1,5cm, lamina simétrica; espiga ereta quando em fruto; flor com 4
estames ndo apresentando glandulas, ndo pedicelada, bractea floral triangular; frutas nao
pediceladas, globosas, glabra (Christ et al., 2016).

A espécie P. permucronatum é nativa da Amazbnia tropical, encontrada
predominantemente nos estados do norte do pais, mas também ja foi identificada nos estados
da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Distrito Federal
(Santos et al., 2016; Guimaraes; Carvalho-Silva, 2012).

Conhecida popularmente como “elixir paregérico”, a espécie P. permucronatum
apresenta arbustos aromaticos, cujas folhas sdo tradicionalmente utilizadas para preparacéo de
chas contra colicas menstruais e intestinais, problema digestivo, diarreia, dor no estbmago,
hemorragia e nduseas (Anjos Junior, 2007). .

A utilizagdo dessa espécie de maneira medicinal desperta o interesse cientifico sobre sua
composicdo e possivel potencial no controle de microrganismos. Torquilho et al., (1999)
identificou um total de 33 compostos presentes no 6leo essencial de P. permucronatum, entre
0s quais 0s autores destacaram a predominancia de sesquiterpenos e uma pequena porcentagem
de monoterpenos, sendo o componente majoritario o 6-cadineno (12,7%).

A partir de 6leo essencial da espécie, foram identificados também os constituintes
quimicos asaricina (8,55%), miristicina (25, 61%), elimicina (9,92%) e dilapiol (54, 70%)
(Anjos Junior, 2007). Componentes também identificados por De Morais et al., (2007), que
enfatizaram sobre a predominancia destes, no dleo essencial da espécie P. permucronatum.

A identificacdo fitoquimica de compostos presentes na espécie P. permucrontum ainda
é limitada na literatura, sobretudo estudos que investiguem a composicao de extratos vegetais
provenientes dessa espécie. Nesse sentido, Lemeszenski (2013) ao realizar uma pesquisa sobre
a espécie P. permucronatum, identificou a partir de extratos da planta uma flavona e uma
flavanona, mas novas pesquisas se fazem necessarias.

A capacidade bioativa de P. permucronatum vem sendo descrita na literatura, De Morais
et al., (2007) destacaram a eficiéncia dos 6leos esséncias dessa espécie contra as larvas de
Aedes aegypti; Anjos Junior (2007) evidenciou a eficicia do extrato hexanico no controle da
Leishmania amazonensis e Artemia salina. Extratos de folhas, talos e inflorescéncias dessa

espécie também apresentaram resultados promissores no controle de fitopatégenos, com
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funcdes nematicidas (Sangi et al., 2018), fungicida (Bastos et al., 2018) e bactericida (Bastos,
2018).

Assim, novas pesquisas que investiguem o potencial microbicida dessa espécie de Piper,
além da triagem de substancias a compdem, se fazem de grande importancia para a busca de
novos produtos biotecnoldgicos, que possam contribuir com o desenvolvimento de uma
agricultura mais sustentavel. Para isso se fazem necessarios também, estudos que avaliem a
capacidade citotoxica de produtos derivados de plantas, a fim de informacGes para a saude

humana.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DOS ENSAIOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
Rondbdnia e no Laboratério de Imunologia Celular Aplicada a Saude da Fiocruz, ambos
localizados no municipio de Porto Velho-RO. Os testes in vitro foram realizados utilizando
extratos alcoodlicos e aquosos de folhas, talos e inflorescéncias de Piper permucronatum
(permissdo de acesso para coleta e analises - SisGen No A088959).

A espécie foi coletada no campo experimental da Embrapa Rondoénia (S 08° 48°56.0”
W 063° 50° 46.1””) em junho de 2019 em temperatura média diaria de 25 °C e 32 mm de chuva
no periodo. Apo6s a coleta, o material vegetal foi encaminhado para o laboratério de
fitopatologia onde foram separados folhas, talos e inflorescéncias. A confirmacdo botéanica foi
realizada com o depdsito no Herbario Dr. Ary Tupinambé Penna Pinheiro, localizado no Centro

Universitario Sdo Lucas, Porto Velho — RO, sob o numero de registro 7761.
3.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Os materiais vegetais (folhas, talos e inflorescéncias) foram levados a estufa com
circulacdo de ar forgada para secarem (65 + 2 °C), por aproximadamente 72 horas. Em seguida
foram triturados separadamente em moinho de facas até a obtencao de um po fino. Para preparo
das solucdes de extracdo, promoveu-se a adicdo 1 g do material triturado seco para 10 mL do
solvente. Como extratores optou-se pelo uso de agua mineral estéril para a obtencéo de extratos
aquosos e de alcool etilico 96% para producdo de extratos alcodlicos. As suspensdes macerado-
extrator foram acondicionadas em Erlenmeyer de 100 mL, levadas a agitacdo em incubadora
orbital, tipo Shaker (4 °C, 100 RPM, 24 h). Logo apos, os extratos foram filtrados em gaze e
tecido de nylon, evaporados e, em seguida, concentrados em rotaevaporador (70 °C) e
armazenados a -2 °C até sua utilizagdo, conforme metodologia adaptada de Ferris e Zheng,
1999. A concentragao final observada foi de 0,1 g.mL™. Para a realizagio dos testes os extratos

obtidos foram diluidos & concentragio de 50 mg.mL™.

3.3 FRACIONAMENTO LIQUIDO-LIQUIDO DOS EXTRATOS

Para a realizacdo do fracionamento foram preparados extratos utilizando-se 100 g do
material vegetal em 200 mL de alcool 96%. A mistura foi agitada em incubadora orbital, tipo
Shaker (4 °C, 100 RPM, 24 h). Em seguida, o material foi filtrado em gaze e tecido de nylon,
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evaporados e, em seguida, concentrados em rotaevaporador (70 °C), sob vacuo constante (-1.5
Bar) para obtencéo do extrato.

A esse extrato bruto seco foi adicionado 16 mL de alcool metilico e 4 mL de agua
destilada, e submetido ao aparelho banho ultrassonico por 20 minutos para solubilizagdo.
Posteriormente, a solugdo permaneceu em repouso por 30 minutos, na qual foram adicionados
20 mL de metanol e agua (4:1; v:v). A solugdo foi novamente homogeneizada em banho
ultrassom por 10 minutos. Apos repouso de 30 minutos, a solucéo foi filtrada em papel de filtro
comum e funil de Biichner e duas fragbes foram obtidas (Soares et al., 2009; Souza et al., 2009).

O filtrado foi concentrado a um décimo do volume em rotaevaporador (70 °C). Em
seguida, a solucdo foi acidificada com &cido sulfdrico concentrado, transferida para um funil
de separacdo onde foram adicionados 10 mL de cloroférmio e agitada manualmente. O processo
foi repetido por trés vezes, separando a fase organica da fracao bésica e polar (Soares et al.,
2009; Souza et al., 2009) (Figura 2).

A fracdo bésica e polar foi separada adicionando hidroxido de aménio concentrado a
solucdo até obter pH 10. Em seguida foram adicionados 20 mL de cloroférmio e metanol (3:1;
v:Vv) agitada manualmente e acrescentado 20mL cloroférmio. Primeiro foi recolhida a fase
basica (alcaloides) e, em seguida, a fracdo polar (alcaloides quaternarios, N-0xidos) (Figura 2).

As fracbes orgénica, basica e aquosa foram evaporadas e concentradas em
rotaevaporador (70 °C), armazenadas em frascos ambar, mantidas a temperatura ambiente até
atingirem massas constantes. Para a realizacdo dos testes as fracfes obtidas foram diluidas a

concentragéo de 50 mg.mL™.
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Figura 2: Esquema do fracionamento liquido-liquido.
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3.4 TRIAGEM FITOQUIMICA DE EXTRATOS DE P. permucronatum

Foram realizados testes fitoquimicos para verificar a possivel presenca ou auséncia de
determinadas classes de metabdlitos secundarios dos extratos de folhas, talos e inflorescéncia
de P. permucronatum de acordo com protocolos e metodologia de Kloss et al., (2016),
Matsumoto et al., (2009) e Gongalves e Lima (2016).

3.4.1 DETECCAO DE SAPONINAS

Neste ensaio, a 2 mL de cada extrato foram adicionados 5,0 mL de agua na temperatura
de 100 °C. Ap0ds resfriamento, a solugdo foi agitada vigorosamente por 5 minutos, e deixada em

repouso por 20 minutos. A presenca de espumas na solugéo indica a presenca de saponinas.
3.4.2 DETECC;AO DE FLAVONOIDES

A pesquisa de deteccdo de flavonoides baseia-se na modificacdo da estrutura do
flavonoide na presenca de &cido. Dessa forma colocou-se em um tubo de ensaio 2,0 mL do
extrato e adicionou-se 2 gotas de acetato de chumbo a 10%. A presenca de um precipitado

corado indica a positividade da reacao.
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3.4.3 REACAO DE CLORETO FERRICO (DETECCAO DE TANINOS)

Foram adicionados 10 mL de agua destilada a 2,0 mL de extrato. Em seguida a mistura
foi filtrada e adicionou-se 2 gotas da solugdo de cloreto férrico a 10%. Coloragdo azul escura
indica a presenca de taninos hidrolisaveis, enquanto que coloracdo verde € indicativo de taninos

condensados.
3.4.4 DETECCAO DE CUMARINAS

Para a realizacdo desse teste foram adicionados 2,0 mL de extratos em um tubo de
ensaio, este foi tampado com papel filtro impregnado em solucdo 10% de NaOH e levado a
banho-maria a 100°C por 10 minutos. Em seguida removeu-se o papel de filtro e examinou-se
sob camara de luz ultravioleta (UV). A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de

cumarinas.
345 REA(;AO DE SALKOWSKI (DETEC(;AO DE TRITERPENOS)

Para a realizagdo deste ensaio, a 1 mL de cada extrato foram adicionados 2,5 mL de
cloroférmio, em seguida essa solucdo foi filtrada e transferida para um tudo de ensaio e
adicionado o reagente de Salkowski. A mudanca de coloracdo ocorre de acordo com a natureza

da substancia: cor estavel azul, violeta ou vermelho é indicativo de triterpenos na solugéo.
3.4.6 DETECCAO DE ALCALOIDES

Foram adicionados 2mL de acido cloridrico (10%) em 2mL de cada extrato, a mistura
foi aquecida em banho-maria a 50°C por 10 minutos. Apo6s o resfriamento pipetou-se 1,3 ul da
solucdo em um tubo de ensaio e com o auxilio de uma pipeta Pasteur adicionou-se oito gotas
do Reativo de Dragendorff, a formacao de precipitado de coloracdo laranja a vermelho indica

a presenca de alcaloides.
3.4.7 DETECCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Para a realizacdo desse teste 5 gotas do extrato alcodlico foram adicionadas em placas
de toque com 5 gotas de cloreto férrico. O teste apresenta resultado positivo para compostos

fenolicos com o surgimento de coloracdo verde.
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3.4.8 DETECCAO DE ANTRACNONONA

Em 100mg de p6 do material vegetal foram adicionados 5mL de cloroférmio, a solucéo
foi filtrada. Em seguida adicionou-se 2mL do filtrado com 2mL de NH4+OH (10%). Uma cor

rosa brilhante confirma a presenca de Antracnona.

3.5 OBTENCAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados dos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii utilizados nos
experimentos sdo isolados de folhas e talos de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
cultivados no campo experimental da Embrapa — Ronddnia. As folhas e talos com sintomas de
mela e mofo respectivamente, foram submetidas a lavagem com agua corrente, e em seguida
desinfetados em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,5%, durante um minuto, depois transferidos
para um recipiente com agua estéril e por ultimo foi colocado em um papel absorvente para
retirar o excesso de umidade.

As partes com as lesdes da doenca foram repicados em meio de cultura BDA (Batata—
Dextrose—Agar) acondicionados em placas de Petri, assepticamente devidamente vedadas com
parafilme, e levadas a incubadora em estufa de crescimento (B.0.D.) em temperatura de 25 £
2 °C, até que a coldnia ocupasse completamente a placa 90 mm de didmetro. Apos seu
crescimento, realizou-se a repicagem do fungo, em que discos de micélio de 0,5 cm de didmetro
compostos pelas estruturas do fungo, foram realocados no centro de novas placas de Petri
contendo meio BDA mantidos em estufa de crescimento para a obtencdo de novas colénias
fangicas, as quais foram utilizadas para 0s experimentos in vitro e in vivo conforme

metodologia adaptada de Vieira Junior (2005).

3.6 OBTENCAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados das bactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R. pseudosolanacearum
utilizados nos experimentos foram isolados de amostras vegetais advindas de produtores rurais
locais, identificadas por testes bioguimicos e tintoriais e encontravam-se preservados em 0leo
mineral no laboratorio de fitopatologia da Embrapa Rondo6nia. As bactérias foram repicadas em
Erlenmeyers contendo meio de cultura 523 de Kado e Heskett (1970) liquido e levadas a
agitacdo por 48 h a 28 °C em incubadora — agitadora tipo Kline para a reativagdo dos isolados
(Costa; Ferreira, 1991). Isolados foram repicados para tubos de ensaio contendo 0 mesmo meio
solido e levadas a crescimento (48h, 28 °C) em incubadora tipo B.O.D. Apds o crescimento das

bactérias foi preparada uma suspensdo bacteriana a partir da adi¢do de 20 mL de &gua mineral,
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calibrada em espectrofotdmetro, tendo absorbancia A540nm ajustada para 0,800, o que

corresponde a um inoculo de 2,0 x 106 UFC/mL para a realizacdo dos testes (Romeiro, 2005).

3.7 ENSAIOS DE ANTIBIOGRAMA FUNGICO

Os experimentos in vitro foram realizados em capela asséptica de fluxo laminar com
todos os instrumentais devidamente esterilizados, mantendo a condicdo de assepsia.
Inicialmente os testes foram feitos com os extratos nas concentragdes de 50mg/ mL™.

A atividade antifangica dos extratos foi testada utilizando o método de difusdo em
pogos, vertendo o meio BDA semissdlido em placas de Petri 90 mm x 10 mm, apds a sua
solidificacdo foram feitos pogos com 0,5 cm de didmetro equidistantes no meio de cultura e em
cada um deles foram adicionados 10 pL. do tratamento, em seguida o micélio de 0,5 cm de
didmetro do patdgeno foi adicionado no centro da placa conforme metodologia adaptada de
Vieira Junior (2005). As placas foram vedadas e colocadas em incubadora (B.O.D.).

A analise dos resultados ocorreu por meio de observacdo dos halos de inibicdo que se
formavam no entorno do tratamento eficiente, a partir de 24 horas ap0ds a incubacédo, medindo
o didmetro dos halos no sentido longitudinal e transversal (D1 e D2) utilizando um paquimetro
digital.

A observacdo dos halos de inibicao do crescimento micelial com os tratamentos testados
foram comparados com o grupo controle, contendo agua, alcool 96% e fungicida Azoxistrobina

(0,6 g/L) para o fungo Rhizoctonia solani e Tiabendazol (2 mL/L) para Sclerotium rolfsii.

3.8 ANTIBIOGRAMA BACTERIANO

Os experimentos in vitro foram realizados com os extratos na concentragdo de 50mg/
mL™. O ensaio de antibiograma foi realizado por meio da técnica de difusio em meio
(ROMEIRO, 2005), no que 100 pL da suspensdo bacteriana (a 540nm aproximadamente igual
a 1x108 UFC.mL™?) foram incorporados em 100 mL do meio de cultura 523 de Kado e Heskett
semi — s6lido fundente e espalhados em placas de Petri de 9 cm de didmetro. Com o auxilio de
uma pinga estéril foram depositados sobre a superficie do meio, discos de papel de 6 mm de
diametro, impregnados com aliquotas de 7 uLL dos extratos a serem testados. As placas foram
vedadas para impedir qualquer contaminacao e armazenadas em incubadora tipo B.O.D. a 28°C.

Os resultados foram analisados por meio da observacgéo da presenca de halos de inibicédo
que se formavam ao redor dos discos contendo os tratamentos, a partir de 24 horas apés a
incubacdo. O didametro dos halos foi medido com auxilio de um paquimetro digital no sentido

longitudinal e transversal (D1 e D2 em milimetros). E, os halos de inibicdo dos extratos testados
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foram comparados com os do grupo controle, contendo 4gua (mineral estéril), alcool etilico (96

GL) e antibiético Amoxicilina (0,5 mg mL™).
3.9 DILUICAO SERIADA

Para a identificacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos realizou-se a
diluicdo dos que apresentaram potencial inibitério no controle das fitobactérias na maior
concentracdo. A partir do extrato “bruto” (50 mg mL™), constituiu uma dilui¢do 1:2 obtendo-
se concentragBes de 25 mg mL*; 12,5 mg mL™?; 6 mg mL? e 3 mg mL™. Foram realizados
ensaios de antibiograma bacteriano com as concentragdes obtidas avaliando a capacidade de

inibigdo, com o objetivo de identificar a menor fragdo ativa.

3.10 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os dados obtidos nos antibiogramas flngicos e bacterianos foram submetidos a analise
de variancia— ANOVA, para avaliacdo de pelo menos um extrato com potencial efeito
bioldgico, mensurado a partir do percentual de inibicdo de crescimento micelial.

O efeito inibitdério dos extratos sobre o crescimento micelial foi interpretado
considerando delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticbes por
tratamento. Para inferir sobre a precisdo experimental foi estimado o coeficiente de variagéo,

conforme a notacao apresentada por Pimentel Gomes (2000).

100,/QMR
CV% = ——rn

Em que: CV%: coeficiente de variacdo experimental, QMR: quadrado médio do residuo
da analise de variancia, x: média experimental.

A comparacdo das médias dos tratamentos foi realizada utilizando o teste de Scott Knot
a 1% de probabilidade. O teste de Scott knott pode ser considerado um teste de agrupamento
de médias, pois permite a classificacdo das médias de tratamentos sem a ocorréncia de

sobreposicao entre os grupos (Pimentel Gomes, 2000).



42

3.11 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM NEUTROFILOS
3.11.1 DECLARACAO DE ETICA

O Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM
-RO) autorizou este estudo sob o protocolo CAAE 40947320.2.0000.0011. Os individuos eram
maiores de idade e assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os experimentos

foram realizados em conformidade com as normas e regulamentos aplicaveis.
3.11.2 ISOLAMENTO DE NEUTROFILOS

Os neutrdfilos do sangue periférico foram obtidos de doadores autodeclarados saudaveis
(18 a 40 anos de idade) e que ndo fizeram uso de nenhum medicamento nas ultimas 48 horas.
O sangue foi coletado em tubos a vacuo contendo heparina e diluido em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, NaCl 14 mM, NaH2PO4H>0 2 mM, 7 mMNaHPO412H,0), pH
7,4, apos assepsia local. Os neutréfilos foram isolados por um método de gradiente de densidade
utilizando Histopaque 1077 de acordo com as instrugdes do fabricante, conforme metodologia
adaptada de Setubal et al., (2013). Em um tubo o sangue foi adicionado cuidadosamente sobre
0 reagente Histopaque na proporcéo 1:1 e submetido a centrifugacdo a 400g por 30 min. Em
seguida, os neutrofilos foram coletados do fundo do tubo, juntamente com os eritrdcitos e
transferidos para outro tubo. A lise das hemaécias foi realizada com tampéo de lise (0,15 M NH
4 Cl; 0,01 M KHCOg3; 0,0001 M Na 2 EDTA), homogeneizado e submetido a temperatura de -
8°C por 5 min, e depois submetido a centrifugagdo. Os neutrofilos foram lavados com PBS e
uma aliquota de neutrofilos isolados foi usada para determinar o nimero total de células em
uma camara de Neubauer apés a coloracédo das células (1:20, v/v) com solucdo de Turk (cristal

violeta 0,2% em acido acético 30%).

3.11.3 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A citotoxidade dos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum
foram determinadas por um ensaio de MTT (brometo tiazolil azul tetrazolio). Para isso 0s
neutrofilos obtidos como descrito no item 3.11.2 foram suspensos em meio de cultura RPMI
1640 (meio sintético complexo) suplementado com gentamicina (100 ug/ mL), L-glutamina
(2mM) e 10% de soro fetal bovino, obtendo-se 2x10° células/mL. As células foram incubadas

em placas de 96 pogos com os extratos em diferentes concentragdes (31,5; 62,5; 125; 250 e 500
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pg/mL) em um volume final de 200 pL, por 12 e 24h a 37° C em atmosfera umidificada (5%
COy).

Ap0s o tempo de incubagédo 10 uL de MTT (5 mg/mL em PBS) ¢ 90 uLL de RPMI foram
adicionados em cada poco, seguidos de incubacao a 37 °C e 5% de CO; por 2h. Posteriormente
retirou-se 100 pul do sobrenadante de cada pogo e adicionou-se 100 pul. de DMSO
(dimetilsulféxido) foram adicionados para solubilizar os cristais de formazan produzidos pelas
células viaveis. O grau de reducdo de MTT para formazan foi quantificado pela medicao da
densidade optica (DO) em espectrofotdmetro a 540 nm. As analises dos dados foram realizadas
com o software GraphPad Prism 8. Os resultados foram expressos em DO, comparando-se com

ao controle.

3.11.4 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(ROS)

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada com a utilizacdo do
fluoréforo DCFDA (2°,7’-diacetato de diclorofluoresceina, 10 uM) que ao penetrar na célula,
é oxidada pelo H2O; intracelular emitindo fluorescéncia verde.

Para esse ensaio, neutrofilos obtidos como descrito no item 3.11.2 foram suspensos em
solucéo de Hanks (CaCy. 1,26 mM;KClI 5,33 mM; KH2PO4 0,44 Mm; MgClI 0,50 mM; MgSO4
0,41 mM; NaCl 138 mM; NaHCOs 4,0 nM; Na2HPO4 0,30 Mm; CeH1206 5,60 Mm, vermelho
de fenol 0,03 mM) obtendo-se 2x10° células/mL. A solucdo de células foi incubada nos tempos
de 30 e 90 minutos, em placas pretas de 96 pocos, com os extratos hidroalcéolicos de folhas,
talos e inflorescéncias de P. permucronatum em diferentes concentragdes (500, 250, 125, 62,5
e 31,5 pg/mL), com o grupo controle, solucdo de Hanks (controle negativo) e PMA (phorbol-
12-miristato-13-acetato; 500 ng/mL - controle positivo). Apds o periodo de incubacdo foram
adicionados 100 pL de uma solugdo contendo o fluor6foro DCFDA, diluido em solucdo de
Hanks, seguida de nova incubacdo por 30 minutos a 37°C, ao abrigo de luz. Em seguida, a
fluorescéncia foi determinada em espectrofotémetro Sinergy HT (Biotek) com excitacdo de 485
nm e emissao de 528 nm. Os dados foram expressos em fluorescéncia. As anélises dos dados

foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.
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4. RESULTADOS
4.1 EXTRATOS E FRACOES DE P. permucronatum

Extratos aquosos e alcoolicos de P. permucronatum foram preparados a partir de folhas,
talos e inflorescéncias da planta, dessa forma 6 diferentes extratos foram estudados (Tabela 1).
O fracionamento liquido-liquido deu origem a 3 fragGes de cada parte da planta, sendo a 12
fracdo (fase organica), 22 fracdo (fase basica) e 3% fracdo (fase aquosa), sendo 9 fracOes

investigadas (Tabela 1).

Tabela 1: Extratos produzidos para testes a partir de partes da planta P. permucronatum

Extrato Sigla
Extrato Aquoso das folhas PpFoAq
Extrato Aquoso dos talos PpTaAq
Extrato Aquoso das inflorescéncias PpInfAq
Extrato Alcodlico das folhas PpFoAl
Extrato Alcodlico dos talos PpTaAl
Extrato Alcodlico das inflorescéncias PpInfAl

FracOes
12 Fracdo do extrato das folhas — fase organica PpFoldorg
2% Fracdo do extrato das folhas - fase basica PpFo22bas
3% Fracdo do extrato das folhas — fase aquosa PpFo3?aq
12 Fracdo do extrato dos talos — fase organica PpTaldorg
2% Fracdo do extrato dos talos - fase basica PpTa2%bas
3% Fracdo do extrato dos talos — fase aquosa PpTa3?q

12 Fracdo do extrato das inflorescéncias — fase organica  Pplnlrg
22 Fracdo do extrato das inflorescéncias - fase basica PpIn22bas

3% Fracdo do extrato das inflorescéncias — fase aquosa PpIn32aq

Os extratos e fragdes obtidas a partir da espécie P. permucronatum foram testadas in
vitro no controle dos fungos fitopatogénicos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii e das
fitobactérias Xanthomonas axonopodis pathovar vesicatoria e Ralstonia pseudosolanacearum.
Foi identificado também, o perfil citotoxico dos extratos e fragBes da planta em neutrofilos
humanos utilizando as seguintes funcionalidades destas células: viabilidade celular e a

producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA DE EXTRATOS DE P. permucronatum

A andlise fitoquimica foi realizada por meio de testes colorimétricos para identificacdo
qualitativa, que determinam a presenca ou auséncia de classes de metabdlitos a partir dos
extratos brutos de folhas, talos e inflorescéncias da espécie P. permucronatum, conforme
técnicas para: saponinas, flavonoides, taninos, cumarinas, triterpenos, alcaloides, compostos
fendlicos e antraquinonas.

Observou-se que nos extratos brutos preparados a partir das folhas da planta, foi possivel
identificar a presenca de quatro diferentes classes de metabolitos secundérios: taninos

hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides e compostos fenolicos (Tabela 2).

Tabela 2: Triagem fitoquimica para os extratos de folhas de P. permucronatum

Classe de metabdlito Extrato bruto das folhas Coloracéo
analisada
Saponinas - Sem espuma
Flavonoides - -
Taninos hidrolisaveis + Azul

Taninos condensados - -

Cumarinas + Verde

Triterpenos - -

Alcaloides + Laranja

Compostos fendlicos + Verde

Antraquinona - -

11313

Nota: “+” representa uma classe de metabdlito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.

representa uma classe de metabolito ausente no extrato de acordo com os testes realizados.

Ja nos extratos preparados a partir dos talos da espécie P. permucronatum foi possivel
identificar a presenca de um nimero maior de metabdlitos secundérios, sendo eles: flavonoides,

taninos condensados, cumarinas, triterpenos e alcaloides, como descrito na Tabela 3.
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Tabela 3: Triagem fitoquimica para 0s extratos de talos de P. permucronatum

Classe de metabdlito Extrato bruto das folhas Coloracéo
analisada
Saponinas - Sem espuma
Flavonoides + -
Taninos hidrolisaveis - Azul
Taninos condensados + -
Cumarinas + Verde
Triterpenos + -
Alcaloides + Laranja
Compostos fendlicos - Verde

Antraquinona - -

11313

Nota: “+” representa uma classe de metabdlito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.

representa uma classe de metabélito ausente no extrato de acordo com os testes realizados.

A triagem fitoquimica realizada com os extratos das inflorescéncias da planta também
identificou a presenca de cinco classes de metabdlitos secundarios: taninos condensados,

cumarinas, triterpenos, alcaloides e compostos fendlicos (Tabela 4).

Tabela 4: Triagem fitoquimica para os extratos de inflorescéncias de P. permucronatum

Classe de metabdlito Extrato bruto das folhas Coloracao
analisada
Saponinas - Sem espuma
Flavonoides - -
Taninos hidrolisaveis - Azul
Taninos condensados + -
Cumarinas + Verde
Triterpenos + -
Alcaloides + Laranja
Compostos fendlicos + Verde

Antraquinona - -

[

Nota: “+” representa uma classe de metabdlito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.

representa uma classe de metabolito ausente no extrato de acordo com os testes realizados.

4.3 ENSAIOS DE ANTIBIOGRAMA FUNGICO

O efeito dos extratos e das fraccOes foi interpretado considerando sua natureza alcoolica

ou aquosa, de diferentes partes da planta (folhas, talos e inflorescéncias) (Tabela 1) no controle
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dos fungos fitopatogénicos R. solani e S. rolfsii. Resultados foram considerados positivos
quando halos de inibicdo eram observados, conforme a Figura 3. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia - ANOVA, para avaliacdo dos percentuais de inibicdo dos

diferentes tratamentos avaliados nesse estudo.

Figura 3: Placa de Petri com fungo R. solani e halos de inibigdo.

Nota: Medida realizada no sentido longitudinal e transversal para quantificacdo do halo de inibi¢do. Fonte:
Elaborado pela autora.

No ensaio de antibiograma com o fungo R. solani observa-se na Tabela 5 que os extratos
alcoolicos de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum (PpFoAl, PpTaAl e PpInfAl)
foram eficientes ao apresentarem halos de inibicdo no controle do fungo, destes o extrato
PpTaAl se destaca dos demais por apresentar média de inibicdo superior ao controle com

fungicida.
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Tabela 5: Efeito inibitério dos extratos e fracionados de P. permucronatum no controle do fungo R. solani.

Tratamento Média de halo de inibigdo Grupo
(mm2)
PpTaldorg 650.9 a
PpTaAl 458.9 b
Controle fungicida 455.2 b
PplInlirg 349.225 c
PpFolrg 295.5 c
PpInfAl 254.15 d
PpFoAl 226.175 d
Controle agua .05 e
Controle alcool .05 e
PpIn3daq .05 e
PplIn22as .05 e
PpTa3%q .05 e
PpInfAq .05 e
PpFoAq .05 e
PpTa22bas .025 e
PpFo3?q .025 e
PpFo22bas .025 e
PpTaAq .025 e

Nota: Valores médios seguidos de mesma letra na coluna ndo séo diferentes, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Os extratos preparados com solvente alcodlico de P. permucronatum (PpFoAl, PpTaAl
e PpInfAl) também foram eficientes ao inibirem de maneira significativa o crescimento do
fungo S. rolfsii (Tabela 6), sendo que o extrato PpTaAl apresentou halo com média de inibicdo

superior aos demais.
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Tabela 6: Efeito inibitério dos extratos e fracionados de P. permucronatum no controle do fungo S. rolfsii.

Tratamento Média de halo Grupo
de inibicdo (mm2)
PpTaldrg 490.2 a
PpTaAl 412.475 a
PpFolrg 324.3 b
Pplinléorg 276.725 b
PpFoAl 255.15 b
PpInfAl 253.575 b
PpTa22bas .05 c
PpFo22bas .05 C
PpInfAq .05 c
PpTaAq .05 c
PpFoAq .05 c
PpIn3‘aq .025 c
PpIn2%as .025 c
PpTa3?aq .025 c
PpFo3?aq .025 c
Controle fungicida .025 c
Controle 4gua .025 c
Controle alcool .025 c

Nota: Valores médios seguidos de mesma letra na coluna ndo séo diferentes, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Entre as fragdes obtidas de P. permucronatum as fracbes PpFoldrg, PpTalorg e
PplInlrg apresentaram eficiéncia no controle do crescimento micelial de R. solani, quando
comparados com 0s controles negativos (agua e alcool) (Tabela 5). O mesmo pode ser
observado no teste com o fungo S. rolfsii em que as 12 fracGes das trés partes da planta (folhas,
talos e inflorescéncias) também apresentaram potencial fungicida ao inibirem o crescimento do
micelio (Tabela 6).

A 12 fracdo de talo (PpTal@org) foi o tratamento mais eficiente com halo de inibi¢do
com média superior ao halo de inibi¢do do fungicida no teste com fungo R. solani (Tabela 5).
No ensaio com S. rolfsii também € possivel observar o potencial significativo de inibicdo do

fungo da fracdo PpTaldorg frente aos demais tratamentos (Tabela 6).

4.3.1 TESTES FUNGICOS COM EXTRATOS DILUIDOS

Os extratos e fragdes que apresentaram potencial inibitério eficientes, foram submetidas
a diluicdo seriada, afim de identificar a menor concentracdo bioativa no controle dos fungos
fitopatogénicos R. solani e S. rolfsii.

Os extratos alcodlicos de P. permucronatum se mostraram eficientes em diferentes

concentragOes. No teste realizado com o fungo R. solani o extrato PpFoAl apresentou halo de
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inibicdo ateé a concentragdo 25mg/ml, ja os tratamentos PpTaAl e PpInfAl foram eficazes até a

altima concentragdo testada (3mg/ml) (Figura 4).

Figura 4: Curva de correlacdo entre a dose dos extratos de P. permucronatum e inibi¢do do fungo R. solani.
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As 12 fragOes das trés partes da planta P. permucronatum também foram eficazes em
diferentes concentragGes no controle do fungo R. solani, os tratamentos PpFol2org, PpTal?org
e PpInliorg foram capazes de inibir o crescimento micelial até a concentracdo 3mg/ml como
mostra o (Figura 4).

De maneira semelhante, no teste de diluicdo seriada com o fungo S. rolfsii, os extratos
alcodlicos de Piper apresentaram potencial inibitorio em diferentes concentragdes. O tratamento
PpTaAl foi eficiente até a concentracdo 6mg/ml, enquanto os extratos PpFoAl, PpinfAl

apresentaram potencial fungicida até a concentracdo 3mg/ml (Figura 5).
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Figura 5: Curva de correlacdo entre a dose dos extratos de P. permucronatum e inibicdo do fungo S. rolfsii
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Nos ensaios com o fungo S. rolfsii os tratamentos PpFoliorg, PpTal?org também

apresentaram potencial fungicida até a ultima concentracéo estudada (figura 5). Ressalta-se que

assim como ocorreu com 0s extratos, as médias de inibicdo foram mais significativas nos

tratamentos com as maiores concentragdes (50mg/ml).

4.4 ENSAIOS DE ANTIBIOGRAMA BACTERIANO

Assim como ocorreu com o antibiograma fungico, o ensaio bacteriano considerou

extratos aquosos e alcodlicos de P. permucronatum além de suas fraccOes obtidas pelo método

liquido-liquido, totalizando 15 tratamentos conforme a Tabela 1. Resultados foram

considerados positivos quando halos de inibicdo eram observados (Figura 6). Os resultados

obtidos foram submetidos a anélise de variancia - ANOVA, para avaliacdo dos percentuais de

inibicdo dos diferentes tratamentos avaliados nesse estudo.
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Figura 6: Placa de Petri com a bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria e halos de inibic&o.

Nota: Medida realizada no sentido longitudinal e transversal para quantificacdo do halo de inibicdo. Fonte:
Elaborado pela autora.

O antibidtico Amoxicilina utilizado como controle positivo apresentou efeito inibitério
comparavel estatisticamente ao tratamento de melhor desempenho no controle do crescimento
dos isolados de X. axonopodis pv. vesicatoria (Tabela 7). No entanto, o antibi6tico ndo
apresentou efeito na reducédo do crescimento das colonias de R. pseudosolanacearum, nesse
isolado a inibicdo do crescimento foi observada apenas com o uso dos extratos (Tabela 8).

No teste com a bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria, os extratos alcoolicos de talos
(PpTaAl) e inflorescéncias (PpInfAl) apresentaram potencial bactericida significativos quando

comparados com o controle com &gua e alcool conforme Tabela 7.
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Tabela 7: Efeito inibitdrio dos extratos e fracionados de P. permucronatum no controle da bactéria X. axonopodis
pv. vesicatoria.

Tratamento Média de halo de Grupo
inibicdo (mm2)
Controle antibiotico 972.9 a
PpTaléorg 838.575 b
PpTaAl 457.35 c
PplInlirg 214.7 d
PpFoliorg 164.15 d
PpInfAl 139.45 d
PpFoAl 77.525 e
PpIn22bas 56.575 e
PpFo2thas 51.375 e
Controle agua .05 e
Controle &lcool .05 e
Ppin3aq .05 e
PpTa3%q .05 e
PpTa22bas .05 e
PpFo3%q .05 e
PpInfAq .05 e
PpTaAq .05 e
PpFoAq .05 e

Nota: Valores médios seguidos de mesma letra na coluna ndo sdo diferentes, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos com a bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria, foram semelhantes
guando comparados com 0 ensaio com a bactéria R. pseudosolanacearum, em que 0s extratos
preparados a base de alcool com as trés partes da planta apresentaram halos de inibicdo
significativos no controle da bactéria, quando comparados com os controles negativos com agua

e &lcool (Tabela 8).
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Tabela 8: Efeito inibitério dos extratos e fracionados de P. permucronatum no controle da bactéria R.
pseudosolanacearum.

Tratamento Média de halo de Grupo
inibicdo (mm2)
PpTaldrg 109.575 a
PpInldorg 107.8 a
PpFol%rg 99.2 a
PpFoAl 74.925 b
PpIn22bas 72.9 b
PpTaAl 71.1 b
PpFo2bas 65.95 b
PpInfAl 63.8 b
Controle alcool .05 c
Controle antibidtico .05 c
Ppin3aq 05 c
PpTa3?aq .05 c
PpTa2ibas .05 c
PpFo3taq .05 c
PpInfAg .05 c
PpTaAq .05 c
PpFoAq .05 c
Controle agua .05 c

Nota: Valores médios seguidos de mesma letra na coluna ndo sdo diferentes, de acordo com o teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Ao testar as fracdes obtidas no antibiograma bacteriano foi possivel observar que as
primeiras fragOes (fase organica) das trés partes das plantas foram eficientes no controle das
bactérias (Tabelas 7 e 8). In vitro, 12 e 22 fragdes dos extratos de folhas e inflorescéncias
(PpFoldrg, Ppinltorg, PpFo2%bas e Ppln22bas) inibiram o crescimento das bactérias X.
axonopodis pv. vesicatoria (Tabela 7). Entretanto, a 12 fracdo do extrato preparado com os talos
da planta (PpTal?org) apresentou um resultado ainda mais promissor por apresentar semelhanga
estatistica com o controle com antibiético.

Resultados semelhantes foram obtidos com a bactéria R. pseudosolanacearum (Tabela
8). Neste caso, a inibicdo do crescimento bacteriano foi significativa com as 12 fracdes dos
extratos das trés partes da planta (PpTaldrg, PpFol?org, PpIlnliorg) sendo esses os melhores
tratamento em inibicdo dessa bactéria, quando comparados com os controles &gua, &lcool e

antibidtico.
4.4.1 TESTES BACTERIANOS COM EXTRATOS DILUIDOS

Posteriormente a selecdo dos extratos que inibiram o crescimento bacteriano foram
realizados ensaios de dilui¢do seriada, visando identificar a menor concentracdo bioativa dos

extratos no controle do crescimento bacteriano de R. pseudosolanacearum e X. axonopodis pv.
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vesicatoria. Apesar dos extratos apresentarem media de halo de inibicdo maior quando em
maiores concentragdes, 0s extratos também apresentaram eficiéncia em concentragcBes mais
baixas no controle das duas bactérias.

No ensaio com a bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria observa-se na figura 7 que os
extratos alcodlicos de P. permucronatum PpFoAl, PpTaAl e PpInfAl apresentaram efeito
inibitério em diferentes concentracBes, sendo eficientes até a concentracdo 6mg/ml, néo

apresentando halos de inibicdo na menor concentracao testada (3mg/ml).

Figura 7: Curva de correlagdo entre a dose dos extratos de P. permucronatum e inibi¢éo da bactéria X. axonopodis

pv. vesicatoria.
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E possivel observar na figura 7, que as 12 fragdes de talos (PpTal?org), folhas
(PpFol%rg) e inflorescéncias (PpInliorg) que apresentaram potencial inibitorio no primeiro
teste, quando diluidos se mostraram eficientes até a menor concentracgéo testada (3 mg/ml) para
o controle de X. axonopodis pv. vesicatoria. 0 que propde o potencial desses tratamentos em
diferentes concentragdes frente a bactéria causadora da Mancha bacteriana.

No teste com a bactéria R. pseudosolanacearum os extratos diluidos se comportaram de
maneira variada, uma vez que o tratamento PpTaAl apresentou inibicdo do crescimento

bacteriano até a concentracdo 6mg/ml, o extrato PpInfAl foi eficiente até a concentracdo
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12mg/ml e o extrato de folha se mostrou eficaz apenas na maior concentragéo (Figura 8).

Figura 8: Curva de correlagdo entre a dose dos extratos de P. permucronatum e inibigdo da bactéria R.

pseudosolanacearum.
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Observa-se na figura 8 que as fracdes de folha (PpFol2org) e talos (PpTaldorg) foram
eficientes em inibir a bactéria R. pseudosolanacearum até a concentracdo 6 mg/ml, resultados
que se assemelham aos obtidos com a bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria, 0 que comprova
a eficiéncia das 12 fracOes obtidas a partir dos extratos de P. permucronatum no controle dessas

bactérias.
4.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE EM NEUTROFILOS

4.5.1 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A viabilidade celular foi avaliada considerando dois tempos de incubacdo 12 e 24 horas,
da suspengdo de neutrofilos humanos com os extratos em diferentes concentragdes. No tempo
de 12 horas de incubacéo, os extratos de folhas, talos e inflorescéncias, nas concentracfes 31,5,
62,5, 125, 250 e 500 pg/mL, ndo alteraram a viabilidade dos neutrdéfilos, quando comparados

com o controle negativo (RPMI) (Figura 9). Estas descobertas indicam que os extratos brutos
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de P. permucronatum utilizados nesse estudo, nesse periodo de tempo e nessas concentracfes

ndo sdo toxicos para os neutréfilos humanos.

Figura 9: Efeito dos extratos de folhas (Fig.A), talos (Fig.B) e inflorescéncias (Fig.C) de P. permucronatum
sobre a viabilidade de neutréfilos pelo método de MTT no tempo de incubacao de 12h.
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No periodo de incubag&o de 24 horas observou-se uma diferenga estatistica dos extratos
de folha e talo na concentragéo 500 pg/mL quando comparado com o controle negativo (RPMI)
(Figura 10), o que pode indicar um perfil toxico desses extratos em concentracdes elevadas,
quando expostos por um maior periodo com as células. Ja as demais concentracfes desses
extratos (31,5 - 250 ug/mL) e o extrato das inflorescéncias da planta, em todas as concentracoes
estudadas, ndo alteraram a viabilidade dos neutréfilos, comparados com o controle (RPMI)
(Figura 10).
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Figura 10: Efeito dos extratos de folhas (Fig.A), talos (Fig.B) e inflorescéncias (Fig.C) de P. permucronatum
sobre a viabilidade de neutréfilos pelo método de MTT no tempo de incubacdo de 24h. *p<0,05 em comparacéo
com o controle negativo (RPMI).
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As 12 fracdes (fase organica) dos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P.
permucronatum obtidas pelo método descrito no item 3.4, também foram submetidas ao ensaio
de viabilidade celular com neutréfilos humanos, a fim de identificar a acéo citotoxica destas,
em diferentes concentragcdes nos tempos de 12 e 24 horas de incubacao.

Como mostra a figura 11, a incubacdo das 12 fracbes dos extratos de folhas, talos e
inflorescéncias da espécie, nas concentracdes 31,5, 62,5, 125, 250 e 500 ug/mL, ndo afetaram
a viabilidade de neutréfilos humanos no tempo de 12 horas de incubagdo. Observa-se ainda
que, a 12 fracdo de inflorescéncia (Figura 11 — C) na maior concentragdo estudada permitiu uma
melhor metabolizacdo do MTT pelas células viaveis, quando comparado com o controle com
RPMI. Dessa forma, assim como ocorreu com 0s extratos brutos no periodo de incubacéo de

12h, as fragOes estudadas ndo apresentaram toxicidade celular.
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Figura 11: Efeito das 12 fracBes dos extratos de folhas (Fig.A), talos (Fig.B) e inflorescéncias (Fig.C) de P.
permucronatum sobre a viabilidade de neutréfilos pelo método de MTT no tempo de incubagéo de 12h. *p<0,05
em comparagdo com o controle negativo (RPMI).
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Apo0s 24 horas de incubacgdo dos neutrofilos humanos com diferentes concentracdes das
12 fragOes dos extratos de folha e talo de P. permucrontaum, foi possivel observar que a
viabilidade celular ndo sofreu alteracdo em nenhuma concentra¢do, quando comparada com o
controle negativo (RPMI) (Figura 12). A 12 fragdo de inflorescéncia da planta apresentou
diferenca estatistica do controle com o meio RPMI em todas as concentragdes testadas (31,5 -
500 pg/mL, nesse periodo de incubagdo com as células, que indica que esse tratamento induziu

melhor a metabolizacdo do MTT pelas células viaveis (Figura 12).
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Figura 12: Efeito das 12 fracdes dos extratos de folhas (Fig.A), talos (Fig.B) e inflorescéncias (Fig.C) de P.
permucronatum sobre a viabilidade de neutréfilos pelo método de MTT no tempo de incubacéo de 24h. *p<0,05
em comparagdo com o controle negativo (RPMI).
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4.5.2 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

(ROS)

Foram realizados experimentos para avaliar o efeito dos extratos brutos de folhas, talos

e inflorescéncias de P. permucronatum sobre a producao de ROS por neutréfilos humanos. Para

isso as células foram incubadas com os extratos nas concentragdes 31,5, 62,5, 125, 250 e 500

pg/mL, meio HANKS (controle negativo) ou PMA (controle positivo) nos tempos de 30 e 90

minutos

E possivel observar na figura 13 que os extratos brutos de folhas, talos e inflorescéncias

de P. permucronatum investigados nesse estudo, assim como o controle PMA, induziram de

maneira significativa a liberagdo de ROS em todas as concentragdes estudadas, no periodo de

incubacédo de 30 minutos, comparado com o controle negativo (meio).
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Figura 13: Efeito dos extratos de P. permucronatum sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio em
neutréfilos humanos no tempo de incubagéo de 30 minutos (Fig. A-extrato de folha; Fig. B-Extrato de talo; Fig.
C-Extrato de inflorescéncia). *p<0,05 em comparagdo com o controle negativo (HANKS).
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No tempo de incubagdo de 90 minutos dos extratos brutos com os neutrofilos, nota-se

que a producdo de ROS dessas células ocorreu de maneira diferente entre os extratos. Os

extratos brutos de talos e inflorescéncia induziram a producdo de ROS apenas nas maiores

concentragOes (125, 250 e 500 pg/mL), ja com os extratos brutos das folhas da planta, a

producdo de ROS continuou em todas as concentra¢@es além de um aumento significativo em

relacdo ao tempo de 30 minutos de incubacéo (Figura 14).
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Figura 14: Efeito dos extratos de P. permucronatum sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio em
neutréfilos humanos no tempo de incubagéo de 90 minutos (Fig. A-extrato de folha; Fig. B-Extrato de talo; Fig.
C-Extrato de inflorescéncia). *p<0,05 em comparacdo com o controle negativo (HANKS).
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Os ensaios de determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, também
foram realizados com as 12 fracOGes de cada extrato bruto desse estudo, obtidas a partir do
método descrito no item 3.4., afim de avaliar a capacidade dos fracionados em estimular a
producdo de ROS por neutrofilos humanos. A avaliacao foi realizada considerando dois tempos
de incubacdo, 30 e 90 minutos, dos neutréfilos juntamente com as 12 fragdes dos extratos de
folhas, talos e inflorescéncias, em diferentes concentragdes (31,5, 62,5, 125, 250 e 500 pg/mL),
meio HANKS (controle negativo) ou PMA (controle positivo).

Observa-se que apds 30 minutos de incubacédo, as 12 fracGes dos extratos de folhas, talos
e inflorescéncias de P. permucronatum, estimularam os neutréfilos a produzirem ROS de
maneira significativa em todas as concentragdes estudadas (31,5 — 500 ug/mL), ndo havendo
diferenca estatistica como o controle positivo (PMA) (Figura 15).
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Figura 15: Efeito das 12 fracbes dos extratos de P. permucronatum sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio em neutrofilos humanos no tempo de incubagdo de 30 minutos (Fig. A-12 fracdo do extrato de folha; Fig.
B-1? fracdo do extrato de talo; Fig. C-12 fracdo do extrato de inflorescéncia). *p<0,05 em compara¢do com o
controle negativo (HANKS).
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O efeito das fracOes da espécie vegetal sobre as células permaneceu no tempo de 90
minutos de incubacdo, em que € possivel observar que houve a producgdo de espécies reativas
de oxigénio em diferentes concentragdes, comparado com o controle negativo (meio HANKS).
Nesse tempo o0s tratamentos também ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
controle positivo (PMA) (Figural6).
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Figura 16: Efeito das 1? fracdes dos extratos de P. permucronatum sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio em neutrofilos humanos no tempo de incubagdo de 90 minutos (Fig. A-12 fracdo do extrato de folha; Fig.
B-1?2 fracdo do extrato de talo; Fig. C-12 fracdo do extrato de inflorescéncia). *p<0,05 em compara¢do com o
controle negativo (HANKS).
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E possivel observar nos gréficos que embora os extratos (figura 13 e 14) e as fracdes
(figuras 15 e 16) tenham induzido a liberacdo de ROS, ndo houve diferenca estatistica quando
comparado com o PMA (controle positivo), o que pode indicar a producéo ndo exacerbada de

espécies reativas de oxigénio, descartando a possibilidade de toxicidade celular.



65

5. DISCUSSAO

Dada a busca por métodos alternativos para o controle de fitopatdgenos, que minimize
a utilizacdo de agrotdxicos na agricultura do Brasil, o presente trabalho estudou a possibilidade
de controlar o crescimento de fungos e bactérias fitopatogénicas, com extratos vegetais
alcoolicos e aquosos de folhas, talos e inflorescéncia da espécie Piper permucronatum e suas
fragdes.

O trabalho foi conduzido considerando duas formas para obtencéo de extratos, uma vez
que existem estudos que demonstram que, tanto extratores aquosos (base polar) quanto
alcoolicos (apolar) podem ser utilizados para extrair substancias com ac@es inibitorias (Souza
et al., 2019; Fonseca et al., 2020).

Dessa forma, extratos aquosos e alcodlicos de P. permucronatum foram preparados a
partir de folhas, talos e inflorescéncias da planta, totalizando 6 diferentes extratos (PpFoAq,
PpTaAdq, PpInfAq, PpFoAl, PpTaAl, PpInfAl). Com a realizacdo do fracionamento liquido-
liquido foram obtidas trés fracdes de cada parte da planta: PpFol?org, PpFo22bas, PpFo32aq,
PpTaldrg, PpTa2bas, PpTa3%q, Ppinlirg, PpIin22bas e PpIn3%g. No total 15 tratamentos
provenientes da espécie P. permucronatum foram estudados.

Espécies vegetais que apresentam propriedades medicinais, antimicrobiana, inseticida,
entre outros, possuem em sua composicdo substancias bioativas com acdo antioxidante
denominados metabdlitos secundarios, que sao definidos como compostos naturais produzidos
pelas plantas, com capacidade de fornecer protecdo a estresses bidticos e abidticos (Pereira;
Cardoso 2012; Borges; Amorim 2020). O metabolismo secundario vegetal é formado por
compostos organicos com potencial atividade bioldgica (Cunha et al., 2016).

Dada a importancia da identificacdo de metabdlitos secundarios presentes em espécies
promissoras, foi realizado nesse estudo a analise fitoquimica dos extratos brutos de folhas, talos
e inflorescéncias de P. permucronatum. A triagem fitoquimica realizada possibilitou identificar
a presenca dos seguintes metabdlitos secundarios na planta: flavonoides, taninos hidrolisaveis
e condensados, cumarinas, triterpenos, alcaloides e compostos fenolicos.

Os resultados obtidos permitem observar que a espécie P. permucronatum possui em
sua composi¢do uma especificidade de compostos quimicos distintos para cada parte da planta
estudada. A diferenca de constituintes quimicos nos 6rgaos de espécies do género Piper ja foi
descrita na literatura no estudo de Facundo et al., (2008), ao estudarem talos e frutos de Piper

hispidum e Piper tuberculatum.
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Observa-se que ao realizar o teste para detectar saponinas, apos agitacdo, aquecimento
e resfriamento ndo foi possivel observar a formagdo de espuma em nenhum dos extratos de P.
permucronatum. Assim como observado para a classe de metabdlito antraquinona.

Os testes para investigar a presenca de flavonoides, por meio do teste de Shinoda,
indicaram a presenca dessa classe de metabdlito apenas nos extratos de talos da planta (mudanga
de cor). Resultados semelhantes foram obtidos por Kloss et al., (2016) ao detectarem a presenca
de flavonoides nos extratos dos talos de Piper umbellatum e a auséncia deste composto nos
extratos de suas inflorescéncias.

Os flavonoides sdo descritos por apresentarem efeitos antimicrobianos, antivirais,
citotoxico, antioxidante, antihepatotdxico, antihipertensivo, antiinflamatdrio, antiulcerogénico
e antiplaquetario (Machado et al., 2008). Essa classe de metabdlitos pode estar associada ao
potencial bactericida dos extratos de talos de P. permucronatum no controle das bactérias
fitopatogénicas Ralstonia pseudosolanacearum e Xanthomonas axonopodis patovar
vesicatoria descrita nos estudos de Bastos (2018).

Os testes de reacdo de cloreto férrico para identificar taninos resultaram na presenca
desse composto nos extratos das trés partes da planta P. permucronatum, sendo que no extrato
de folha foram detectados taninos hidrolisaveis (caracterizado pela coloracdo azul escura), ja
nos extratos de talos e inflorescéncias foram identificados taninos condensados (caracterizado
pela coloragdo verde).

A divisdo dos taninos ocorre de acordo com sua estrutura quimica. Os taninos
hidrolisaveis possuem em sua composi¢cdo mondmeros de acido galico ou &cido elagico, ja os
taninos condensados s@o formados pela polimerizacdo de unidades de catequina (Paiva et al.,
2002). Tanto os taninos condensados e hidrolisados séo descritos na literatura por apresentarem
potencial controle a microrganismos (Monteiro et al., 2005).

Com o teste de Salkowiski foi possivel identificar a mudanca de coloragdo nos extratos
provenientes dos talos e inflorescéncias de P. permucronatum, o que indica a presenca de
Triterpenos na composicao destes, o que ndo foi observado no extrato preparado com as folhas
da planta. O mesmo foi analisado no estudo de Freire et al., (2022) ao avaliarem e identificarem
a presenca de triterpenos nos extratos de talos e inflorescéncias de Piper tuberculatum e Piper
hispidum e a auséncia deste metabdlito nos extratos preparados a partir das folhas dessas
espécies, 0 que pode ser uma caracteristica do género Piper.

Os triterpenos sdo importantes moléculas que devido a sua complexidade estdo fora do
alcance da sintese quimica, e que formam um dos grupos mais numerosos e diversos de

produtos naturais vegetais (Thimmappa et al., 2014). A atividade antimicrobiana dos
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triterpenos foi descrita por Smania (2003) ao avaliar e constatar a capacidade deste no controle
de fungos e bactérias, o que pode indicar o potencial de espécies vegetais que possuem em sua
composicdo essa classe de metabolitos, o que foi identificado em espécies do género Piper.

O teste para deteccdo de compostos fenolicos indicou a presenga deste nos extratos de
folhas e inflorescéncias de P. permucronatum caracterizada pelo surgimento da coloragao verde
ao contato com o cloreto férrico. Ja nos extratos de talos dessa planta foi constatada a auséncia
dessa classe de metabdlito, uma vez que ndo ocorreu a mudanca de cor.

Silvaetal., (2010) apontam beneficios a saide humana a partir dos compostos fenélicos,
sendo sua capacidade relacionada a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e agdo de radicais
livres no organismo. Esse estudo aponta a capacidade promissora de espécies pertencentes do
género Piper, visto que a presenca de compostos fendlicos também foi descrita em folhas, talos
e inflorescéncias de Piper mollicomum Aubl. (Almeida et al., 2019), assim como nas folhas e
inflorescéncias de P. permucronatum.

A triagem fitoquimica identificou a presenca de cumarinas nos extratos brutos de folhas,
talos e inflorescéncias de P. permucronatum, por meio da fluorescéncia de cor verde. As
cumarinas apresentam ampla atividade biolégica como agente anticoagulante, antioxidante,
antiviral, antidiabético, antibacteriano e antifingico (Franco et al., 2021).

A atividade fungicida dessa classe de metabolito secundéario foi observada por Sousa et
al., (2018) na inibic¢do do crescimento micelial do fitopatdgeno Colletotrichum musae frente a
cumarina isolada de 6leos de cumaru (Dipteryx odorata). O estudo de Souza et al., (2005)
destacou o potencial de isolados de cumarinas no controle de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, o que reforca o potencial destas no controle de microorganismos, assim como o
potencial das espécies que compdem em sua composicao esse metabolito.

A classe de metabdlito dos alcaloides também foi identificada nos extratos estudados,
nos quais em contato com o reagente de Dragendorff foi possivel detectar a formacdo de
precipitado de cor laranja nos extratos de folhas, talos e inflorescéncia de P. permucronatum, o
que caracteriza sua presenca. Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que contem
nitrogénio em estado de oxidacdo negativa, com estrutura variada (Pelletier, 2001).

Existem aproximadamente 5.500 alcaloides descritos atualmente, a classe esta estre 0s
compostos de maior interesse econdmico e medicinal por apresentarem substancias altamente
eficientes e com potencial microbicida (Roy, 2017). Produzidos por uma variedade de seres
vivos, como plantas, bactérias e animais, os alcaloides tem sido utilizados na medicina desde a
antiguidade, apresentando potencial antimalarico, antitumorais, antiasmaticos e antibacteriano

(Barbieri et al., 2017). Leyva-Acuna et al., (2021) também evidenciaram a atividade fungicida
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de alcaloides isolados do extrato de uma variedade de planta na inibi¢cdo do crescimento do
fungo Aspergillus parasiticus.

A presenca de cumarinas e alcaloides nos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de
P. permucronatum pode indicar uma caracteristica especifica do género Piper, uma vez que
Goncalves e Lima (2016) ao realizarem a triagem fitoquimica dos extratos de folhas e
inflorescéncia de P. tuberculatum detectaram a presencga de cumarinas e alcaloides em ambos
0s extratos. Esses metabdlitos também foram identificados em extratos de folhas, talos e
inflorescéncias de P. mollicomum (Almeida et al., 2019) e P. hispidum (Freire et al., 2022).

Os compostos identificados nos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P.
permucronatum se relacionam ao potencial bioldgico da espécie, ao tempo em que impulsionam
novas pesquisas.

Baseado no fato de que piperaceas apresentam em sua composicéo, moléculas que tem
demonstrado acéo ovicida (Krinski et al., 2018), larvicida (Macedo et al., 2018), antimicrobiana
(Bohatch Junior et al., 2016), inseticida (Braga et al., 2017), entre outros, priorizou-se neste
trabalho que a espécie P. permucronatum possa apresentar em sua composi¢do substancias com
potencial de inibir fitopatdgenos. Efeito dos compostos presentes na espécie P. permucronatum
em organismos patogénicos indicam o potencial dessa planta para sua futura utilizacdo no
controle de pragas e doengas (Santos et al., 2016).

Nesse sentido, foram realizados experimentos com os extratos e fragdes obtidas da
espécie P. permucronatum no controle dos fungos fitopatogénicos R. solani e S. rolfsii e das
fitobacterias X. axonopodis pv. vesicatoria e R. pseudosolanacearum a fim de identificar o
potencial bioativo destes tratamentos.

Nos testes realizados com os fungos fitopatogénicos, foi possivel observar que o0s
extratos alcoolicos das folhas (PpFoAl), talos (PpTaAl) e inflorescéncias (PpInfAl) inibiram de
maneira significativa o crescimento dos fungos R. solani e S. rolfsii, quando comparados com
0 grupo controle negativo (alcool e agua). Os resultados indicam que os extratos de P.
permucronatum preparados a base de alcool sdo promissores para a inibicdo dos fungos
estudados.

O potencial fungicida de extratos alcodlicos preparados com espécies de Piper vem
sendo descrito na literatura, Gusmaéo et al., (2020) relataram a eficiéncia de extratos alcoolicos
da espécie Piper umbellatum sobre o crescimento micelial do fungo R. solani. Assim como a
capacidade fungicida do género Piper foi citada no trabalho de Garcia et al., (2012) ao
identificarem o potencial da espécie P. aduncum frente ao fungo Sclerotinia sclerotium

(causador do mofo branco na cultura da soja).
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Ao comparar os tratamentos PpFoAl (extratos alcodlicos de folhas), PpTaAl (extratos
alcodlicos de talos) e PpInAl (extratos alcodlicos de inflorescéncias), observou-se que 0s
extratos alcoolicos provenientes dos talos de P. permucronatum, apresentaram halos com média
de inibicdo superior aos demais tratamentos em ambos antibiogramas fungicos. Bastos et al.,
(2018) relataram o potencial em extratos preparados com os talos de diferentes espécies de
Piper no controle de fungos fitopatogénicos, o que pode estar associado ao conjunto de
metabdlitos presentes nesse 6rgdo da planta e ausente nos demais.

A fim de identificar quais compostos podem estar presentes e relacionados com o
potencial fungicida dos extratos de P. permucronatum realizou-se o fracionamento por particao
liquido — liquido. Desse fracionamento resultaram trés fragdes sendo: a 12 fragdo - fase organica
(terpenoides e compostos fenolicos), a 22 fracdo - fase basica (alcaloides) e a 32 fracdo - fase
aquosa (alcaloides quaternarios, N-6xidos).

Entre as fracGes obtidas de P. permucronatum as 1?2 fragdes, PpFol2rg, PpTaldorg e
PplInl@rg, apresentaram eficiéncia significativa no controle do crescimento micelial dos fungos
R. solani e S. rolfsii, quando comparados com os controles negativos (dgua e alcool). Destacou-
se de maneira promissora das demais, a 12 fracdo de talo (PpTaldorg), que apresentou halo de
inibicdo com média superior aos demais tratamentos nos dois antibiogramas fangicos.

A classe dos compostos fenolicos, presentes nas 12 fracdes dos extratos, foram
caracterizados por Zabka e Pavela (2013) por apresentarem potencial fungitdxico no controle
de importantes patdgenos como Fusarium oxysporum e Fusarium verticillioides. Sa et al.,
(2018) apos isolar e identificar compostos quimicos da espécie vegetal Campomanesia
adamantium, identificou o potencial fungicida de terpenos. As caracteristicas fungicidas de
compostos fenolicos e terpenos, ja descritas na literatura podem justificar o potencial inibitorio
das 12 fragOes de P. permucronatum no controle de R. solani e S. rolfsii.

O fungicida Azoxistrobina, utilizado como controle positivo nos testes com o fungo R.
solani apresentou efeito inibitério semelhante ao melhor tratamento estudado PpTaldorg, ja o
fungicida Tiabendazol utilizado como controle positivo nos ensaios com o fungo S. rolfsii, ndo
apresentou eficiéncia nos testes in vitro.

Em comparacdo ao efeito inibitorio observado nos extratos alcodlicos, 0s extratos
aquosos de P. permucronatum nao apresentaram eficiéncia no controle do crescimento dos
fungos. Edwards et al., (2012) ao estudar a a¢do de extratos vegetais afirmaram que alguns
compostos presentes nos extratos sdo extraidos com &gua como os &cidos e os agUcares,
enquanto que outros como os flavonoides sdo mais facilmente extraidos com éalcool. Os

compostos extraidos nos extratos alcoolicos podem estar ligados ao potencial fungicida dos
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extratos testados.

O controle de R. solani e S. rolfsii é comumente realizado por meio de produtos
quimicos, dos quais os mais frequentes sdo 0 Azoxystrobina e Tiabendazol respectivamente
(Fernandes et al., 2005). Entretanto, estudos tem comprovado o efeito de extratos vegetais de
diferentes espécies no controle de ambos os fungos, como os extratos de alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum) (Benini et al., 2010); extratos de manjericdo (Ocimum basilicum),
(Bernardo et al., 2013) e extrato de jambu (Acmella oleracea) (Raad et al., 2021) que foram
eficientes em inibir o fungo R. solani, assim como, extratos de meldo-de-sdo-caetano
(Momordica charantia) (Faria et al., 2009), alecrim pimenta (Lippia sidoides) (Da Silva et al.,
2014), pimenta dedo-de-moca (Capsicum baccatum) (Fonseca et al., 2020) eficientes frente ao
fungo S. rolfsii, 0 que mostra a possibilidade de controle do patégeno além do uso intensivo de
agrotoxicos.

Nesse sentido extratos de diferentes espécies do género Piper apresentam ser uma
possibilidade promissora no controle desses fungos e por conseguinte, das doencas mela do
feijoeiro e mofo cinzento. O que se comprova nos resultados de Sousa et al., (2018) que
evidenciaram a eficiéncia de extratos de diferentes espécies de Piper no controle de R. solani e
S. rolfsii, assim como no trabalho de Bastos (2018) que realizou um screening com extratos de
talos, folhas e inflorescéncias de cinco espécies de Piper e identificou a capacidade destes em
inibir os fungos e o desenvolvimento das doencas em testes in vitro e in vivo. Resultados estes
que se consolidam com a presente pesquisa, que apresenta dados satisfatorios de inibicdo dos
fungos estudados a partir de extratos alcodlicos da espécie P. permucronatum.

Com a finalidade de identificar a menor concentragdo bioativa dos extratos e fracfes
que foram eficientes frente aos fungos estudados, estes foram submetidos a dilui¢do seriada e
novos testes de antibiograma fungico foram realizados com os tratamentos em diferentes
concentragoes.

Com os resultados obtidos, observou-se que os extratos alcodlicos e as fragdes foram
eficientes em diferentes concentragBes estudadas. Os extratos alcoodlicos de talo (PpTaAl) e
inflorescéncia (PpInfAl) foram eficazes até a menor concentracao testada (3mg/ml) no controle
do fungo R. solani. No teste com o fungo S. rolfsii o extrato alcodlico de talo (PpTaAl) foi
eficiente até a concentracdo 6mg/ml, enquanto os extratos alcoolicos de folha (PpFoAl) e de
inflorescéncia (PpInfAl) apresentaram potencial fungicida até a concentragdo 3mg/ml.

As 12 fracOes das trés partes da planta P. permucronatum (PpFoliorg, PpTaldorg e
PpInliorg) apresentaram resultados de inibicdo significativos em todas as concentracdes

estudadas, sendo eficientes tanto para o fungo R. solani quanto para o fungo S. rolfsii até a
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menor concentragdo (3mg/ml). O que monstra o potencial fungico das 12 fracGes obtidas nesse
estudo em diferentes concentragdes.

Em ambos os testes as maiores médias de inibicdo de todos os tratamentos ocorreram
com estes em maiores concentragdes. A correlacdo com a concentragdo de extratos e o potencial
inibitorio destes frente a fungos fitopatdgenos ja sdos descrito na literatura, Ferreira et al.,
(2017) ao avaliarem extratos alcodlicos de Piper amplum Kunt em diferentes concentragdes, no
controle de R. solani e S. rolfsii constataram maior percentual de inibicdo do crescimento dos
fungos na maior concentragao.

De maneira semelhante aos testes com os fungos fitopatogénicos, os antibiogramas
bacterianos, permitiram observar que os extratos alcodlicos das folhas (PpFoAl), talos (PpTaAl)
e inflorescéncias (PpInfAl) de P. permucronatum apresentaram resultados significativos ao
inibirem o crescimento das fitobactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R.
pseudosolanacearum, quando comparados com o grupo controle (alcool e agua). Os resultados
indicaram que os extratos de P. permucronatum preparados a base de alcool sdo promissores
para a inibicao das bactérias estudadas.

Outros estudos também relatam a capacidade de espécies do género Piper frente ao
controle de outras bactérias. Nesse sentido, Lima et al., (2018) avaliaram o potencial
antimicrobiano de extratos de P. tuberculatum Jacq e relataram o potencial destes no controle
de S. aureus. Almeida et al., (2019) realizaram testes com extratos da espécie P. mollicomum e
também observaram efeito inibitdrio no crescimento da bactéria S. aureus. Nos estudos citados,
os extratos de Piper eficientes foram preparados a base de alcool a 96% da mesma forma como
preparado os extratos da espécie P. permucronatum do presente estudo.

Em ambos os antibiogramas, fungico e bacteriano, os experimentos foram instalados
considerando a possibilidade de inibi¢do do alcool residual, que foi considerado nulo, uma vez
que tratamentos contendo apenas o alcool nédo interferiram no crescimento dos patdégenos de
interesse nesse estudo.

Como j& mencionado, compostos arrastados pelo extrator alcodlico, podem ser 0s
responsaveis pelo efeito microbicida destes, sobre os patdgenos investigados nesse estudo.
Melo e Hubinger (2012), enfatizaram em sua pesquisa que solventes alcodlicos sdo mais
eficientes na extracdo de moléculas bioativas, o que vem sendo comprovado em estudos que
buscam comparar extratos alcodlicos e aquosos (Mamprim, 2011; S& Junior et al., 2016).

As fragbes de P. permucronatum obtidas a partir do fracionamento liquido-liquido
também foram testadas no controle das fitobacterias, no qual os resultados mostram que as 12

fracOes (fase organica) dos extratos de folhas (PpFol2org), talos (PpTaldorg) e inflorescéncias
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(PpInleorg) foram eficientes em inibir o crescimento das bactérias X. axonopodis pv.
vesicatoria e R. pseudosolanacearum. As 22 fracdes (fase basica) de folhas (PpFo22bas) e de
inflorescéncias (PplIn22bas), apresentaram halos de inibicdo no controle da bactéria X.
axonopodis pv. vesicatoria. Entretanto, a 12 fracdo do extrato preparado com os talos da planta
(PpTaliorg) apresentou um resultado ainda mais promissor por apresentar semelhanga
estatistica com o controle com antibiético.

Os diferentes compostos presentes em cada fracdo podem estar relacionados aos efeitos
inibitérios causados pelas 12 e 22 fracdes e da ineficiéncia da 3? fracdo no controle das bactérias.
Sabe-se que devido ao solvente metanol séo arrastados na 12 fase os terpenoides e compostos
fendlicos, estes ja descritos na literatura por apresentarem potencial antimicrobiano (Weninger
et al., 2005; Singh; Singh, 2003). Betim et al., (2017) afirmam que os terpenoides, compostos
fenolicos e flavonoides sdo eficientes no controle de microorganismos, especialmente em
bactérias, por agirem na parede celular destes, dissolvendo a parte lipofilica.

O solvente cloroférmio arrasta na 22 fracdo os alcaloides que s&o considerados toxicos
para inimeras pragas por interagir com a parede celular e 0 DNA dos microrganismos (Oliveira
e Almeida; 2016; Cowan, 1999), o que explica o potencial inibitorio dessas fracbes dos extratos
de P. permucronatum, no controle das fitobactérias.

Observa-se que as fracGes dos extratos, quando eficientes, apresentaram média de halos
de inibi¢do igual ou superior ao efeito do extrato bruto. Isso explica que o fracionamento
utilizado de fato separa os componentes que tem potencial inibitério para o crescimento das
bactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R. pseudosolanacearum causadoras da mancha e
murcha-bacteriana, respectivamente.

O controle de doencas bacterianas no cultivo de tomate é comumente realizado com o
uso de antibidticos e produtos a base de cobre (Nascimento et al., 2013). Ainda assim, pesquisas
apontam a utilizacdo de extratos vegetais como uma alternativa ao uso excessivo de produtos
quimicos no controle de fitobactérias, como os extratos de lagrima-de-nossa-senhora (Coix
lacryma-job L.) (Rosenberger et al., 2020), circuma (Curcuma longa L.) (Kuhn, 2003), hortela
(Menta spicata) (Boita, 2008), eficientes no controle da bactéria X. axonopodis, como também,
extratos de gengibre (Zingiber officinale) (Amorim et al., 2011), caju (Anacardium occidentale
L.) (Pereira, 2022) e meldo de sdo caetano (Mormodica charantia) (Silva et al., 2020) se
mostraram eficientes no controle de R. pseudosolanacearum.

Bastos (2018) aponta em seu estudo a eficiéncia de diferentes extratos de espécies do
género Piper no controle das bactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R. pseudosolanacearum,

logo, o controle das doencas mancha e murcha bacteriana. Com os resultados da presente
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pesquisa, observa-se que extratos alcodlicos provenientes da espécie P. permucronatum sao
eficientes no controle in vitro dos fitopatdgenos estudados, o que sugere uma alternativa
promissora, ao uso intensivo de agrotdxicos no controle dessas pragas.

No antibiograma bacteriano com os extratos e fragcdes de P. permucronatum diluidos
em diferentes concentracdes (3, 6, 12, 25 e 50mg/ ml) foi possivel observar que estes
apresentaram potencial bactericida até as menores concentracdes. Os extratos alcoolicos de
folhas (PpFoAl), talos (PpTaAl) e inflorescéncias (PpInfAl) foram eficientes ao inibirem o
crescimento das fitobactérias em diferentes concentracdes, destacou-se o extrato de talo por
apresentar eficiéncia no controle das bactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R.
pseudosolanacearum até a concentracdo 6mg/ml.

As fracbes que foram eficientes nos primeiros testes também foram submetidas a
diluicdo seriada e novos ensaios foram realizados. As 12 fracbes de folhas (PpFol2org), talos
(PpTaldorg) e inflorescéncias (Pplnliorg) apresentaram potencial bioativo até a menor
concentracéo testada (3mg/ml) para o controle de X. axonopodis pv. vesicatoria. No ensaio com
a bactéria R. pseudosolanacearum, as fracdes foram eficientes até a concentracdo 6mg/ml, o
gue comprova a eficiéncia das 12 fracdes obtidas a partir dos extratos de P. permucronatum no
controle das duas bactérias.

Com o mesmo objetivo de verificar o potencial bioativo, extratos de quatro espécies de
Piper em diferentes concentracbes foram testados no controle de S. aureus nos quais 0S
melhores resultados obtidos foram com extratos com as maiores concentragcdes (Alves et al.
2016). Em ambos os testes com as duas bactérias € possivel identificar que os extratos foram
mais eficientes quando em maiores concentragdes, 0 que pode indicar um comportamento de
dose dependente, isto é quanto maior a concentragdo maior o potencial inibitério desses
extratos, o que também foi identificado com o antibiograma fungico desse estudo.

Isso fica ainda mais evidente, ao analisar os dois antibiogramas realizados nesse estudo,
tanto o flngico quanto o bacteriano, considerando quatro fitopatdgenos estudados, indicam a
prevaléncia de extratos mais eficientes quando em maiores concentragoes.

Entretanto, os extratos e fracdes terem sido eficientes também em baixas concentragdes
demonstra a promissora utilizacdo destes na agricultura, uma vez que quanto menos
concentrado menor o risco de surgirem cepas resistentes, além da reducéo do custo de aplicacao
e dos riscos envolvidos em contaminacGes de produtores rurais e do meio ambiente.

A acéo de produtos comumente utilizados na agricultura tem sido descrita na literatura
por apresentar acdo toxica para o sistema imune de animais e seres humanos, o que tem causado

problemas a salde (Schaalan et al., 2012). Intoxicagdes causadas por agrotdxico no sistema
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imunoldgico podem resultar na diminuicdo da defesa imunoldgica, anemia, impoténcia sexual,
cefaleia, hipertensdo arterial, distimias, disturbios comportamentais e insdnia (Souza et al.,
2011).

Diante disso, a busca por métodos alternativos que apresentem eficiéncia aos problemas
enfrentados nas lavouras, como o controle de pragas, necessita estar alinhada aos riscos que
podem causar a saude.

Embora muitos estudos busquem métodos alternativos para o controle exacerbado de
agrotoxicos na agricultura, hd pouco na literatura sobre a acdo de extratos vegetais na saude
humana. Pesquisas sobre o efeito dos extratos na salde, em especial em células do sistema
imunoldgico, podem ser um indicativo sobre a toxicidade destes sobre a satde.

Com a finalidade de investigar a acdo e efeitos dos extratos de folhas, talos e
inflorescéncias de P. permucronatum em células humanas, avaliou-se o efeito destes sobre a
funcionalidade de neutréfilos humanos, células consideradas componentes chave da imunidade
inata e responsaveis pela resposta inicial a infecgoes.

Para os testes com as células humanas, extratos hidroalcéolicos a 5% de (alcool) foram
preparados, para garantir a integridade das células e ndo interferir no resultado do experimento.
A obtencéo dos neutrofilos humanos pelo método descrito no item 3.11.2 mostrou-se eficaz e
com média de 99% de neutréfilos vidveis para a realizagao dos testes.

Ensaios de viabilidade celular sdo classificados como importantes estratégias para
quantificar o efeito citotoxico que determinada substancia exerce sobre as células. A acdo
citotdxica dos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum, foi realizada por
meio do método de reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolio]). Este ensaio é baseado na absorcdo do sal, pela desidrogenase mitocondrial de
células vidveis, que clivam o anel de tetrazdlio, e transformam o composto de coloracdo amarela
em um composto de coloracdo azul escuro, denominado cristais de formazan (E,Z- 1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)- 1,3- diphenylformazan), o que comprova o estado funcional da cadeia
respiratoria, uma vez que células ndo viaveis ndo sdo capazes de realizar essa conversao
(Mosmann, 1993).

Os resultados obtidos permitem tracar um perfil citotdxico dos extratos brutos de folhas,
talos e inflorescéncias da espécie P. permucronatum, em diferentes concentracdes, frente a
neutréfilos humanos, sendo observado baixa toxicidade neste tipo de célula, considerando dois
tempos de incubacdo 12 e 24 horas, em que apenas no tempo de 24 horas houve o indicio de
toxicidade na maior concentracdo estudada (500ug/ml). O efeito de extratos vegetais dessa

espécie na viabilidade celular ndo foi descrito na literatura até 0 momento.
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Na busca por métodos alternativos a serem utilizados na agricultura para o controle de
pragas, os ensaios de viabilidade celular com os neutréfilos humanos € eficaz, uma vez que
essas células, como ja mencionado, apresentam grande importancia para o0 sistema
imunoldgico, a deplecdo de qualquer uma de suas funcdes pode acarretar em serias
consequéncias para o organismo (Gomes, 2018). O que pode indicar o potencial promissor dos
extratos brutos utilizados nesse estudo, que nédo interferiram na viabilidade dos neutréfilos
humanos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Freire (2015), ao avaliar o efeito citotoxico
de extratos de P. turberculatum sobre a viabilidade de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs), os quais ndo apresentaram toxicidade para as células. O que corrobora
com o presente estudo sobre a capacidade citotoxica de espécies do género Piper sobre células
humanas.

As 12 fragOes (fase orgénica) dos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P.
permucronatum, também foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular com neutréfilos
humanos, a fim de identificar a acdo citotoxica destas, em diferentes concentra¢fes nos tempos
de 12 e 24 horas de incubacdo. As 12 fracdes dos extratos foram selecionadas a partir do
potencial inibitorio identificado nos ensaios de antibiograma fungico e bacteriano, em que
representaram os melhores tratamentos do estudo.

Assim como ocorreu com 0S extratos brutos, os resultados obtidos permitiram
identificar que as 1% fracbes de folhas (PpFol?org), talos (PpTaldorg) e inflorescéncias
(PpInl?org) da espécie P. permucronatum em todas as concentragdes estudadas (31,5, 62,5,
125, 250 e 500 pg/mL), nao apresentaram toxicidade aos neutréfilos humanos nos dois periodos
de incubacdo (12h e 24h), ndo interferindo na viabilidade da célula. Dessa forma, os resultados
indicam um perfil ndo toxico desses fracionados.

As 12 fracGes dos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum, foram
os melhores tratamentos para o controle dos fungos R. solani e S. rofsii e das bactérias R.
pseudosolanacearum e X. axonopodis pv. vesicatoria, dessa forma os resultados com a
avaliacdo citotoxica das fragdes sobre a viabilidade de neutréfilos humanos, sdo importantes
para identificar os aspectos destes fracionados no sistema imunoldgico. As 12 fracdes (fase
organica) obtidas a partir do fracionamento liquido-liquido dos extratos, sdo compostas
principalmente pelos metabdlitos secundarios terpenoides e compostos fenolicos (Soares et al.
2009; Souza et al., 2009).

Substancias de isdmeros de monoterpenos, pertencentes a classe dos terpenoides, foram

avaliados quanto ao efeito citotoxicos em células do sangue periférico (PBMCs) e néo
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apresentaram efeitos toxicos as células em diferentes concentragdes, com resultados
promissores de 100% de viabilidade celular conforme afirmaram os autores da pesquisa
(Keesen et al., 2019). O estudo corrobora com as pesquisas a cerca das classes de metabolitos
secundarios e sua relacdo saude humana.

Pereira (2017) ao avaliar a acdo de duas variedades de flavonoides em diferentes
concentragBes sobre neutrofilos humanos, observou que as células mantiveram taxas de
viabilidade celular semelhantes ao controle negativo, o que pode indicar que, classes de
metabolitos secundarios, que podem estar presentes em espécies de plantas, ndo apresentam
caracteristicas citotoxicas para importantes células do sistema imunoldgico, como 0s
neutrofilos.

Os neutrofilos sdo recrutados para os tecidos apos a infeccdo ou dano tecidual, onde
exercem atividade microbicida, fagocitose, degranulacdo, liberacdo de mediadores
inflamatorios e formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Zuliani et al., 2020). As ROS
sdo potentes moléculas oxidantes que atuam juntamente com os constituintes dos granulos para
matar e digerir os agentes fagocitados, uma vez que sdo toxicos para 0S microrganismos
ingeridos (Zychlinsky et al., 2003; Abbas et al., 2017).

Nesse sentido foram realizados experimentos para avaliar o efeito dos extratos de folhas,
talos e inflorescéncias de P. permucronatum sobre a producao de ROS por neutréfilos humanos.
Considerando dois periodos de incubacdo (30 e 90 minutos) das células com os extratos em
diferentes concentracOes, foi possivel observar que os extratos induziram a producdo de ROS
nas células de maneira significativa nos dois periodos de incubacdo em todas as concentracdes
estudadas (31,5, 62,5, 125, 250 e 500 pg/ml).

Resultados semelhantes foram observados nos ensaios com as 12 fragdes dos extratos de
folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum, que estimularam os neutréfilos a
produzirem ROS de maneira significativa em todas as concentra¢des estudadas, considerando
os dois periodos de incubacdo, quando comparados com o grupo controle meio HANKS
(controle negativo) ou PMA (controle positivo).

Como as primeiras células a serem recrutadas para o tecido inflamado, os neutréfilos
desempenham um papel fundamental na imunidade inata, fagocitando e destruindo
microrganismos (Setubal et al., 2020). A eficiéncia antimicrobiana dessas células esta ligada a
uma série de respostas coordenadas, entre elas a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), mediado por um complexo NAPH — oxidase, que inclui o anion superéxido (O) e
peroxido de hidrogénio (H202) (Witko-Sarsat et al., 2000).
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As espéecies reativas de oxigénio sdo definidas como metabdlitos de oxigénio
parcialmente reduzidos que possuem fortes capacidades oxidantes e que desempenham funcoes
de sinalizacdo complexas (Mittal et al., 2014). As ROS séo essenciais para inUmeras atividades
bioldgicas relevantes para a manutengdo da homeostase, e como componentes importantes no
combate a patogenos (Yang et al., 2013). A auséncia ou problemas na sua producdo tende a
ocasionar a vulnerabilidade do organismo a vérias infec¢fes (Tsuji et al., 2014).

A investigacdo de substancias sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio em
células que compdem o sistema imune, permite tracar um perfil dos efeitos de compostos sobre
a funcionalidade das células. Os extratos brutos e fracdes de P. permucronatum, em diferentes
concentragBes foram capazes de estimular significativamente os neutréfilos humanos a
produzirem ROS. Esses resultados sugerem que os tratamentos investigados nesse estudo néo
interferem na capacidade dos neutréfilos em desempenharem respostas rapidas e coordenadas
como a “explosdo respiratoria”, que resultam em morte microbiana.

E importante salientar, porém, que embora os ROS sejam imprescindiveis para a
atividade microbicida dos neutrofilos, a producdo acentuada de metabolitos oxidativos por
essas células podem levar a efeitos nocivos e danos teciduais importantes (LI et al., 2015). A
atividade de forma equilibrada da producédo de ROS dos neutrdéfilos é apontada como forma de
atenuar os efeitos da inflamacao (Gomes, 2018).

Com os resultados obtidos é possivel observar que embora os extratos e as fracGes
tenham induzido a liberacdo de ROS, ndo houve diferenca estatistica quando comparado com
0 PMA (controle positivo), o que pode indicar a producao ndo exacerbada de espécies reativas
de oxigénio, descartando a possibilidade de toxicidade celular.

A producdo de ROS das ceélulas, foi mais expressiva quando estas foram incubadas com os
extratos e fragdes em maiores concentragdes (250 e 500 pg/mL), 0 que pode caracterizar um
aspecto de dose dependente. Resultados semelhantes foram observados com extrato de
Dysphania ambrosioides que estimulou a producdo de ROS em neutréfilos nas maiores

concentragOes estudadas (Gom
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6. CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos realizados com os extratos de folhas, talos e inflorescéncias de
P. permucrontaum indicam a diferenca na composicdo de metabolitos secundarios nas
diferentes partes da planta, sendo que somente as classes das cumarinas e alcaloides foram
identificadas nos trés extratos.

Os extratos alcoolicos obtidos das folhas, talos e inflorescéncias da espécie P.
permucronatum apresentaram atividade fungicida no controle dos fungos R. solani e S. rolfsii
e bactericida para o controle das bactérias X. axonopodis pv. vesicatoria e R.
pseudosolanacearum. Destes, o extrato de talo foi o que apresentou o melhor resultado em
diferentes concentracdes para ambas as bactérias.

As 12 frages obtidas com o fracionamento (liquido-liquido) de folha e inflorescéncia
apresentaram halos de inibicdo no crescimento dos dois fungos e das duas bactérias de interesse
nesse estudo. O melhor resultado com as fracdes se deu com a 12 fracdo do extrato de talos que
se mostrou mais eficiente estatisticamente no controle dos patdgenos estudados em diferentes
concentragoes.

Os extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum, assim como as 12
fracbes ndo afetaram a viabilidade dos neutréfilos humanos e foram capazes de induzir a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

A utilizagéo de extratos de P. permucronatum é uma fonte promissora no controle dos
fitopatogenos estudados, uma vez que apresenta potencial inibitorio significativo, e ndo altera
a funcionalidade células do sistema imunoldgico, sendo necessarios estudos futuros a fim de
realizar a caracterizacdo da composicdo quimica dos extratos e fracGes bioativas de P.

permucronatum.



79

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia béasica: fungdes e distlrbios do
sistema imunoldgico. Traducdo: Patricia Dias Fernandes. 5. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2017.

ABRASCO. Associacdo Brasileira de Saude Coletiva — Um alerta sobre os impactos dos
agrotoxicos na saude, 2012. Disponivel em: <https://www.abrasco.org.br/site/wp-
content/uploads/2015/03/Dossie_Abrasco_01.pdf>.

AGUIAR, A. F.; DA SILVA LOPES, A.; DE OLIVEIRA FILHO, A. A.; GODINHO, A. M.
M. Sistema de registro do agrotéxico no Brasil. Revista Alomorfia, v. 3, n. 1, p. 49-60, 2019.

ALMEIDA, D. O. C.; SOUZA, J. T.; MOREIRA, R. F. C. Uso de extratos vegetais na protecéo
de plantas de inhame contra Curvularia eragrostides e Phyllosticta sp. Agrotrépica, v. 25, n.
3, p. 187-198, 2013.

ALMEIDA, K. P. C.; BARROS, A.C. V,; PANTOJA, T. M. A.; CAVALCANTE, F. S.; LIMA,
R. A. Prospeccéo fitoquimica do extrato vegetal de Piper mollicomum kunth (piperaceae) e seu
potencial antimicrobiano. Revista Gestdo e Sustentabilidade ambiental, v. 8, n. 3, 2019.

ALVES, E.; VIEIRA FILHO, J. E. R. O que esperar da producdo agropecuaria no Brasil.
In. O futuro da agricultura brasileira, 10 visbes. Embrapa, Superintendéncia Estratégica,
Brasilia, 114p., 2023.

ALVES, E. R. A,; CONTINI, E.; GASQUES, J. G. Evoluc¢éo da producéo e Produtividade
da Agricultura Brasileira. In: Agricultura Tropical - Quatro decadas de inovacoes
tecnoldgicas, institucionais e politicas. Brasilia - DF: EMBRAPA, v. 1, p. 67-99, 2008.

ALVES, H. S.; ROCHA, W. R. V.; FERNANDES, A. F. C.; NUNES, L. E.; PINTO, D. S;;
COSTA, J. 1. V.; CHAVES, M. C. O.;: CATAO, R. M. R. Atividade antimicrobiana de produtos
obtidos a partir de espécies de Piper (Piperaceae). Revista Cubana de Plantas Medicinales,
v.21,n. 2, p. 168-180, 2016.

AMORIM, E. P. D. R.; DE ANDRADE, F. W. R.; MORAES, E. M. D. S.; DA SILVA, J. C,;
LIMA, R.D. S.; DE LEMOS, E. E. P. Antibacterial activity of essential oils and extracts on the
development of Ralstonia solanacearum in banana seedlings/Atividade antibacteriana de oleos
essenciais e extratos vegetais sobre o desenvolvimento de Ralstonia solanacearum em mudas
de bananeira. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 33, n.S1, p. 392-399, 2011.

ANJOS JUNIOR, J.F.dos. Estudo fitoquimico e atividade biolégica de Piper
permucronatum Yuncker (Piperaceae). 2007. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Experimental) — Universidade Federal de Rondonia. Porto Velho. Ronddnia, 2007.

ARAUJO, I. M. M.; OLIVEIRA, A. G. R. da C. Agroneg6cio e agrotoxicos: impactos a satde
dos trabalhadores agricolas no nordeste brasileiro. Trabalho, Educagéo e Saude, v. 15, p. 117-
129, 2017.

ARAUJO, J. A.; VIEIRA FILHO J. E. R. Analise dos impactos do Pronaf na agricultura do
Brasil no periodo de 2007 a 2016. No. 2412. Texto para discussdo, Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada, 2018.


https://www.abrasco.org.br/site/wp-content/uploads/2015/03/Dossie_Abrasco_01.pdf
https://www.abrasco.org.br/site/wp-content/uploads/2015/03/Dossie_Abrasco_01.pdf
http://lattes.cnpq.br/2601943746052858
http://lattes.cnpq.br/5452189619541174

80

ARAUJO, J. L.; OLIVEIRA, E. S.;: TEIXEIRA, F. N. Controle alternativo in vitro de
Sclerotium rolfsii em girassol (Helianthus annuus L.) pelo uso de extratos vegetais e
Thichoderma spp. Ciéncias Agrarias, v. 15, n. 2, p. 25-35, 2014.

AYRES, M. I. D. C.; ALVAREZ PUENTE, R. J.; FERNANDES NETO, J. G.; UGUEN, K;
SENA ALFAIA, S. Defensivos naturais: manejo alternativo para™ pragas™ e doencas.
Editora do INPA, 32p. 2020.

BARBIERI, R.; COPPO, E.; MARCHESE, A.; DAGLIA, M.; SOBARZO-SANCHEZ, E.;
NABAVI, S. F.; NABAVI, S. M. Phytochemicals for human disease: An update on plant-
derived compounds antibacterial activity. Microbiological research, v. 196, p. 44-68, 2017.

BARBOSA, R. S.; DE SOUZA, J. P.; DE ALMEIDA, D. J.; DOS SANTOQOS, J. B.; DOS
SANTOS PAIVA, W.; DE JESUS PORTO, M. As possiveis consequéncias da exposi¢cdo a
agrotoxicos: uma revisdo sistematica. Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 2020.

BARDELLLI, K. C.; KIRIZAWA, M.; SOUSA, A. V. G. O género Piper L. (Piperaceae) da
Mata Atlantica da Microbacia do Sitio Cabucu-Proguaru, Guarulhos, SP, Brasil. Hoehnea, v.
35, p. 553-561, 2008.

BASTOS, J. S. F.; FERNANDES, C. F.; VIEIRA JUNIOR, J. R.; FONSECA, A. S.; FREIRE,
T. C.; SANGI, S. C.; OGRODOWCZYK, L.; OLIVEIRA, K. C. C.; ROCHA, R. B
BARBIERI, F. S. Potencial de controle de espécies de Piper sobre fungos fitopatogénicos.
Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais, v. 9, n. 8, p. 260-272, 2018.

BASTOS, J.S.F. Extrato de Piper no controle de fungos e bactérias fitopatogénicas. 2018.
75f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais da Universidade Federal de Rondénia).
Universidade Federal de Ronddnia. Rolim de Moura, 2018.

BAUER, C. H.; KEMPER, C.; BAUER, R.; DE LIMA RIBEIRO, P. Variagdo do nimero de
neutrofilos, em militares, apds a realizacdo de um teste de VO2MAX. Revista Brasileira de
Prescricdo e Fisiologia do Exercicio (RBPFEX), v. 9, n. 52, p. 141-146, 2015.

BAY-HURTADDQO, F.; LIMA, R. A.; TEIXEIRA, L. F.; SILVA, |.; BAY, M.; AZEVEDO, M,;
FACUNDO, V. Atividade antioxidante e caracterizacdo do 0leo essencial das raizes de Piper
marginatum Jacq. Ciéncia e Natura, v. 38, p. 1504-1511, 2016.

BELADELI, M. N.; DA COSTA, A. C. T.; MISSIO, V. C; JUNIOR, J. B. D.; DE SOUZA
GENERO, J. F. Aplicacéo de fungicidas e Trichoderma asperellum para o manejo de doengas
do feijoeiro na safra das aguas. Brazilian Journal of Development, v. 7; n. 3, p. 25143-25161,
2021.

BELCHIOR, D. C. V.; DE SOUZA SARAIVA, A.; LOPEZ, A. M. C.; SCHEIDT, G. N.
Impactos de agrotoxicos sobre 0 meio ambiente e a saude humana. Cadernos de Ciéncia &
Tecnologia, v. 34, n. 34, p. 135-151, 2014.

BENINI, P. C.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; KLAIS, E. C.; CRUZ, M. E. S.; ITAKO, A.
T.; MESQUINI, R. M.; STANGARLIN, J. R.; TOLENTINO JUNIOR, J. B. Efeito in vitro do
6leo essencial e extrato aquoso de Ocimum gratissimum colhido nas quatro estagdes do ano
sobre fitopatdgenos. Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 77, p. 677-683, 2010.



81

BERNARDO, J. T.; AGUILERA, J. G.; DA SILVA, R. B.; ROGERIO, V. I. A. N.; NIELLA,
G. R.; ULHOA, C. J.; MEDEIROS, I. R. E. Isolamento on farm de Trichoderma: uma
ferramenta no controle de doencas de solo para os agricultores no Brasil. Revista Eletronica
Cientifica da UERGS, v. 5, n. 3, p. 263-270, 20109.

BERNARDO, R.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R.; OLIVEIRA, J. S.
B.; CRUZ, M. E. S.; MESQUINI, R. M. Atividade fungitdxica in vitro de extratos vegetais
sobre o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos. Scientia Agraria Paranaensis, v. 14,
n. 2, p. 89-93, 2015.

BETIM, F. C. M.; SOUZA, S. W.; BERGAMO, R. A. M.; DIAS, J. F. G. Phytochemical study
of Euphorbia tirucalli L. (aveloz): antimicrobial activity and preliminary in vitro toxicological
assays. Revista Cubana de Plantas Medicinales, v. 22, p. 1-7, 2017.

BEZERRA, L. M. C.; FREDO, C. E.; CORREIA, G. G.; SPATTI, A. C.; CHIORATO, A. F.
Anélise do sistema de producdo agricola de feijdo no estado de Sdo Paulo a partir do
levantamento das Unidades de Producdo Agropecuaria (LUPA). Revista de Economia e
Sociologia Rural, v. 61, 2023.

BFG. Growing knowledge: an overview of Seed Plant diversity in Brazil. Rodriguésia, v. 66,
n. 4, p. 1085-1113, 2015.

BLUM, L. E.; AMARANTE, C. V.; ARIOLI, C. J.; GUIMARAES, L. S.; DEZANET, A
HACK NETO, P.; SCHEIDT, F. R. Reacdo de gendtipos de Phaseolus vulgaris a podridao do
colo e ao oidio. Fitopatologia Brasileira, v. 28, n. 1, p. 96-100, 2003.

BOHATCH JUNIOR, M. S.; ESMERINO, L. A.; SILVA, R. Z.; VOLPATO, A. M. Efeitos da
atividade antimicrobiana do extrato bruto etandlico da Piper solmsianum e Equisetum arvense.
Eletronic Journal of Pharmacy, v. 13; n. 2, p. 100-106, 2016.

BOITA, D. C. Efeito inibitorio de extratos vegetais aquosos sobre Xanthomonas campestris
pv. passiflorae — agente causal da mancha bacteriana do maracujazeiro. 2008. 40 f.
Monografia (Trabalho de Concluséo de Curso em Bacharelado em Agronomia) — Universidade
do Estado de Mato Grosso, Alta Floresta, 2008.

BORGES, L. P.; AMORIM, V. A. Metabdlitos secundarios de plantas secondary plant
metabolites. Agrotecnologia, Ipameri, v. 11, n. 1, p. 54-67, 2020.

BORSOI, A.; DOS SANTOS, P. R. R.; TAFFAREL, L. E.; JUNIOR, A. C. G. Agrotdxicos:
histdrico, atualidades e meio ambiente. Acta Iguazu, v. 3, n. 1, p. 86-100, 2014.

BRAGA JUNIOR, G. M.; CHAGAS JUNIOR, A. F.; CHAGAS, L. F. B.; CARVALHO
FILHO, M. R.; MILLER, L. O.; SANTOS, G. R. Controle biolégico de fitopatdgenos por
Bacillus subtilis in vitro. Biota Amazénica, v. 7, n. 3, p. 45-51, 2017.

BRAGA, A. G. S.; SOUZA, K. F. A.; BARBIERI, F. S.; FERNANDES, C. F.; ROCHA,R. B;
VIEIRA JUNIOR, J. R.; LACERDA, C. L; CELESTINO, C. O.; FACUNDO, V. A.; BRITO,
L. G. Acaricidal activity of extracts from different structures of Piper tuberculatum against
larvae and adults of Rhipicephalus microplus. Acta Amazonica, v. 48, n. 1, p. 57-62, 2018.


http://lattes.cnpq.br/7697476510050726

82

BRASIL. Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento. Plano nacional para o
desenvolvimento da cadeia produtiva do feijédo e pulses. Brasilia, Versdo - 02 de fevereiro de
2018.

BUSATO, M. A.; AREZI, B. A.; SOUZA, M. A.; TEO, C. R. P. A.; LUTINSKI, J. A;
FERRAZ, L. Uso e manuseio de agrotéxicos na producdo de alimentos da agricultura familiar
e sua relacdo com a saude e o meio ambiente. HOLOS, v. 1, p. 1-9, 2019.

CAMICIA, G.; DE LARRANAGA, G. Trampas extracelulares de neutréfilos: un mecanismo
de defensa con dos caras. Medicina clinica, v. 140, n. 2, p. 70-75, 2013.

CANALE, M. C.; DO PRADO RIBEIRO, L.; CASTLHOS, R. V.; WORDELL FILHO, J. A.
Pragas e doencas do feijdo: diagnose, danos e estratégias de manejo. Boletim Técnico, 197,
2020.

CARNEIRO, F. F. et al. (Org). Dossié ABRASCO: um alerta sobre os impactos dos
agrotoxicos na saude. Rio de Janeiro: EPSJV; S8o Paulo: Expressdo Popular, 624p, 2015.

CESTONARO, L. V. Avaliacdo da imunotoxicidade de agrotéxicos em linhagens
monociticas. 2022. 170f. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul). Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2022.

CHRIST, J. A.; SARNAGLIA-JUNIOR, V. B.; BARRETO, L. M.; GUIMARAES, E. F.;
GARBIN, M. L.; CARRIJO, T. T. The genus Piper (Piperaceae) in the Mata das Flores State
Park, Espirito Santo, Brazil. Rodriguésia, v. 67, p. 1031-1046, 2016.

CHRISTENHUSZ, M. J.; BYNG, J. W. The number of known plants species in the world and
its anual increase. Phytotaxa, v. 261, n. 3; p. 201-217, 2016.

CONAB. COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Tomate: Analise dos
Indicadores da Producdo e Comercializacdo no Mercado Mundial, Brasileiro e
Catarinense, Brasilia DF, outubro, 2019.

CONAB. Companhia Nacional de abastecimento. Acompanhamento da Safra Brasileira
Gréos. Safra 2020/2021 12° levantamento, v. 8, n. 12, 2021.

CONDINO-NETO, A. Susceptibilidade a infeccdes: imaturidade imunologica ou
imunodeficiéncia?. Revista de Medicina, v. 93, n. 2, p. 78 - 82, 2014,

CORSINI, E.; SOKOOTI, M., GALLI, C. L.; MORETTO, A.; COLOSIO, C. Pesticide induced
immunotoxicity in humans: a comprehensive review of the existing evidence. Toxicology, V.
307, p. 123-135, 2013.

COSTA, C. P.; FERREIRA, M. C. Preservacdo de microrganismos: Revisdo. Revista de
Microbiologia, Séo Paulo, v. 3, n. 22, p. 263-268, 1991.

COSTA, D. S;; ROCHA, C. R. M.; YAGUSHI, J. T.; MENTEN, J. O. M.; CRUZ, A. A.
Hidratacdo controlada de sementes de soja: potencial fisiologico e emergéncia em solo com
Rhizoctonia solani. Revista de Agricultura Neotropical, v. 4, n. 2, p. 27 - 34, 2017.



83

COSTA, S.; DA COSTA, M. B. B.; HERRMANN, H. Responsabilidade civil diante dos
impactos causados por exposicdo aos agrotoxicos a saude humana. Revista Brasileira
Multidisciplinar, v. 22, n. 2, p. 77-91, 2019.

COWAN, M. M. Plant products as antimicrobial agents. Clinical microbiology, v. 12, p. 564-
582, 1999.

COWLAND, J. B.; BORREGAARD, N. Granulopoiesis and granules of human
neutrophils. Immunological reviews, v. 273, n. 1, p. 11-28, 2016.

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants. New York:
Columbia University, 1260p, 1981.

CUNHA, A. L.; MOURA, K. S.; BARBOSA, J. C.; DOS SANTOS, A.F. Os metabdlitos
secundarios e sua importancia para o organismo. Diversitas Journal, v. 1; n. 2, p. 175-181,
2016.

DA SILVA MORAES, L. G.; DE SOUSA GOMES, A. C.; DA SILVA MORAES, C. R. O uso
de agrotdxicos e a saude do trabalhador rural no Brasil. ARIGO-Revista do Grupo PET e
Académicos de Geografia da Ufac, v. 1, n. 01, p. 53-61, 2018.

DA SILVA, A. G.; DA COSTA VIEIRA, G. H.; DE MELO, T. M. P.; FARIA, G. A;; DA
SILVA, E. M. Extratos de Cedrela fissilis, Melia azedarach e Azadirachta indica em
Polyphagotarsonemus latus. Research, Society and Development, v. 9, n. 8, p. 1 -15, 2020.

DA SILVA, F. N. T.; DE LIMA ARAUJO, J.; DE OLIVEIRA, E. S. Controle alternativo “in
vitro” de Sclerotium rolfsii em girassol (Helianthus annuus I.) pelo uso de extratos vegetais e
trichoderma spp., Essentia- Revista de Cultura, Ciéncia e Tecnologia, v. 15, n. 2, 2014.

DA SILVA, L. F.; DA FONSECA MALTEZ, M. A. P.; OLIVEIRA, C. E. A.; GUSMAOQ, Y.
J. P.; DE SOUZA, M. A.; DO NASCIMENTO, J. A. C.; OLIVEIRA, C. P.; DE BUENO, O.
C. Sustentabilidade, agricultura familiar e politicas publicas no Brasil: Uma revisdo de
literatura. Research, Society and Development, v. 10, n. 4, 2021.

DA SILVA, R. A. R.; KETTNER, M. G.; DE SOUZA LIMA, M. L.; DE OLIVEIRA, L. G;
ARAUJO, E. R.; DA COSTA, A. F. Controle alternativo de Fusarium oxysporum com a
utilizacdo de extratos vegetais. Pesquisa Agropecuaria Pernambucana, v. 27, n. 1, p. 1-6,
2022.

DALBO, J.; FILGUEIRAS, L. A.; MENDES, A. N. Effects of pesticides on rural workers:
haematological parameters and symptomalogical reports. Ciéncia e saude coletiva, v. 24, p.
2569-2582, 2019.

DANIEL, A. M. |.; DE LIMA, B. V.; DA SILVA, R. V. Extrato vegetal de sucupira controla o
nematoide de galhas da canela de velho Ditylenchus gallaeformans. Open Science Research
VI, Editora Cientifica Digital. v. 6, 2022.

DA-SILVA, J. L. E.; FINOTTI, L. F. T. Armadilhas extracelulares dos neutréfilos: descricéo e
envolvimento em processos autoimunes. Arquivos de Asma, Alergia e Imunologia, v. 3,n. 1,
p. 18-24, 2019.

DE MORAES, R. F. Agrotoxicos no Brasil: Padrdes de uso, politica da regulacéo e
prevencdo da captura regulatoria, Texto para Discussdo, n°. 2506, Instituto de Pesquisa
Econdmica Aplicada (IPEA), Brasilia, 2019.



84

DE MORAIS, S. M.; FACUNDO, V. A.; BERTINI, L. M.; CAVALCANTI, E. S. B.; DOS
ANJOS JUNIOR, J. F.; FERREIRA, S. A.; BRITO, E. S.; DE SOUZA NETO, M. A. Chemical
composition and larvicidal activity of essential oils from Piper species. Biochemical
Systematics and Ecology, v. 35, n.10, p. 670-675, 2007.

DE OLIVEIRA MACHADO, N. S.: PEREIRA, F. G.: DE QUEIROZ, G. A.; GUIMARAES,
E. F.; COSTA, C. G. Morfoanatomia comparativa das folhas de Piper arboreum Aubl. e Piper
tuberculatum Jacq, lheringia, Série Botéanica, v. 72, n. 1, p. 106-113, 2017.

DE OLIVEIRA, J. A. D. S.; RODRIGUES, D. W. Oleos essenciais de Piper L. (Piperaceae) e
sua aplicacdo biotecnolégica na agricultura: uma revisao da literatura. Arquivos do Mudi, v.25,
n.2, p. 100-110, 2021.

DE QUEIROZ, G. A.; GUIMARAES, E. F. Piper L. (Piperaceae) do Leste Metropolitano, RJ,
Brasil. Brazilian Journal of Development, v. 6, n. 11, p. 93597-93634, 2020.

DE SA-FILHO, G. F.; DASILVA, A. |. B.; DA COSTA, E. M.; NUNES, L. E.; DE FREITAS
RIBEIRO, L. H.; DE PAIVA CAVALCANTI, J. R. L.; GUZEN, F. P.; OLIVEIRA, L. C.; DE
SOUZA CAVALCANTE, J. Plantas medicinais utilizadas na caatinga brasileira e o potencial
terapéutico dos metabolitos secundarios: uma revisdo. Research, society and development, v.
10, n.13, 2021.

DELGADO-RIZO, V., MARTINEZ-GUZMAN, M. A.; INIGUEZ-GUTIERREZ, L.;
GARCIA-OROZCO, A.; ALVARADO-NAVARRO, A.; FAFUTIS-MORRIS, M. Neutrophil
extracellular traps and its implications in inflammation: an overview. Frontiers in
immunology, v. 8, n. 81, 2017.

DOMINGOS, M. M.; MELLONI, R.; DOS REIS FERREIRA, G. M. Extratos vegetais no
controle do fungo Fusarium oxysporum e seu efeito sobre fungos Micorrazicos arbusculares
em plantas de milho. Revista brasileira de agroecologia, v. 16, n. 2, p. 11-11, 2021.

DOMINGUES, D. P.; SANTOS, C. A.; KOWATA-DRESCH, L. S.; REIS, C. A;
FERNANDES, M. C. A.; CARMO, M. G. F. Sensibilidade de Stemphylium solani a extratos
vegetais e caldas e controle da doenca no tomateiro em estufa. Revista de Ciéncias Agrarias,
v. 40, n. 1, 2017.

EDWARDS, J. E.; BROWN, P. N. TALENT, N.; DICKINSON, T. A.; SHIPLEY, P. R. A
review of the chemistry of the genus Crataegus. Phytochemistry, v. 79, p. 5-26, 2012.

EMBRAPA. Visdo 2030: o futuro da agricultura brasileira. — Brasilia, DF: Embrapa, 2018.
212 p. 2018.

FACUNDO, V. A.; POLLI, A. R.; RODRIGUES, R. V.; MILITAO, J. S. L. T.; STABELLI,
R. G.; CARDOSO, C. T. Constituintes quimicos fixos e volateis de talos e frutos de Piper
tuberculatum Jacg. e das raizes de P. hispidum H. B. K. Acta Amazénica, v. 38, n. 4, p. 733-
742, 2008.

FAOSTAT. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Statistical
Database. [Rome]: FAO, 2022

FARIA, F. A.; BUENO, C. J.; PAPA, M. F. S. Atividade fungitdxica de Momordica charantia
L. no controle de Sclerotium rolfsii Sacc. Acta Scientiarum, Agronomy, v. 31, p. 383-389,
2009.



85

FERNANDES, C. D. F.; SOUZA, F. D. F.; Ramalho, A. R. Doencas do feijoeiro-comum em
Ronddnia. Recomendacdes Técnicas 93, Embrapa, 2005.

FERNANDES, C. F.; VIEIRA JUNIOR, J. R.; AGUIAR, P. D. N.; SOUZA, M. F.; FREIRE,
T.C.; FONSECA, A. S.; ALVES, R. C. Atividade peroxidasica em feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.) cv. Aporé na presenca de &cido salicilico e Thanatephorus cucumeris. Revista
Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais, v.11, n.1, 2020.

FERRAZ, R. P. D.; SKORUPA, L. A. Intensificacdo sustentavel: desafios e oportunidades para
a agricultura brasileira. Embrapa Solos-Artigo em periddico indexado (ALICE), n. 2, v. 43,
p. 37-42, 2017.

FERREIRA, E.F.; JOSE, A.R.S.; BONFIM, M. P.; PORTO, J. S.; JESUS, J. S. Uso de extratos
vegetais no controle in vitro do Colletotrichum gloeosporioides Penz. coletado em frutos de
mamoeiro (Carica papaya L.). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, n. 2, 2014.

FERREIRA, T. P. S;; SANTOS, G. R.; FERREIRA, T. P. S.; TEIXEIRA, T. S.; BATISTA, R.
D.;LUZ,R. B.; GUIMARAES, L. G. L. Evaluation of the fungitoxic activity of vegetal extracts
on the mycelial growth of phytopathogens. Bioscience jornal, v. 33, n. 3, p. 566-571, 2017.

FERRIS, H.; ZHENG, L. Plant sourcers of Chinese herbal remedies: effects on Pratylenchus
vulnus and Meloidogyne javanica. Journal of Nematology, Marceline, v. 31, p. 241-263, 1999.

FILGUEIRA, F. A. R. Novo manual de olericultura: agrotecnologia moderna na producéo
e comercializa¢do de hortaligas. 3. ed. Vigosa, MG: UFV, 421 p., 2013.

FONSECA, A. S.; FERNANDES, C. F.; VIEIRA JUNIOR, J. R.; ROCHA, R. B.; FREIRE, T.
C.; SANGI, S. C.; BASTOS, J. S. F.; ALVES, R. C. Extratos vegetais do género Capsicum com
potencial atividade antifngica contra Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Revista Ibero
Americana de Ciéncias Ambientais, v.11, n.1, p. 89-98, 2020.

FONSECA, M. G. Bioatividade de extratos de fungos da Antartica no combate a
bacterioses da mandioca, tomate e pimentdo causadas por Xanthomonas ssp. 2018.
Dissertacdo — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Sao Paulo. 2018.

FR__ANCO, D. P.; PEREIRA, T. M.; VITORIO, F.; NADUR, N. F.; LACERDA, R. B,
KUMMERLE, A. E. A importancia das cumarinas para a quimica medicinal e o
desenvolvimento de compostos bioativos nos ultimos anos. Quimica Nova, v. 44, p. 180-197,
2021.

FREIRE, T. C.; SANGI, S. C.; BASTOS, J. S. F.; DA FONSECA, A. S.; DA SILVA, R. R;;
JUNIOR, J. R. V.; FERNANDES, C. F. Avaliacéo fitoquimica de folhas, talos e inflorescéncia
de Piper tuberculatum e Piper hispidum. Research, Society and Development, v. 11, n. 7,
2022.

FREIRE, T. C. Extrato vegetal de Piper com potencial atividade antifingica contra
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. 2015. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais
da Universidade Federal de Rond6nia). Universidade Federal de Rondonia. Rolim de Moura,
2015.

GABARDO, G.; DALLA PRIA, M.; DA SILVA, H. L.; HARMS, M. G. Método da folha
destacada para avaliacdo da inducdo de resisténcia de produtos alternativos a Phakopsora
pachyrhizi, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani em soja. Brazilian Journal of
Development, v. 6, n. 7, p. 43847-43862, 2020.



86

GARCIA, R. A,; JULIATTI, F. C.; BARBOSA, K. A. G.; CASSEMIRO, T. A. Atividade
antifngica de 0leo e extratos vegetais sobre Sclerotinia sclerotium. Bioscience Journal, v. 28,
n. 1, p. 48-57, 2012.

GARCIA, S.D.; DE LARA, T. I. C. O impacto do uso dos agrotdxicos na saude publica: revisao
de literatura. Saude e Desenvolvimento Humano, v. 8, n. 1, p. 85-96, 2020.

GOGOSZ, A. M.; BOEGER, M. R. T.; NEGRELLE, R. R. B.; BERGO, C. Anatomia foliar
comparativa de nove espécies do género Piper (Piperaceae). Rodriguésia, v. 63, p. 405-417,
2012.

GOMES, L. N. Efeito do extrato de Dysphania ambrosioides na resposta de neutrofilos
humanos. 2018. 87f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) Universidade Federal do
Maranhdo). Universidade Federal do Maranhdo. S&o Luis, 2018.

GONCALVES, A.P. S.; LIMA, R. A. Identificacdo das classes de metabdlitos secundarios do
extrato etanolico de Piper tuberculatum JACQ. South American Journal of Basic Edication,
Tachical and Technological. v. 3, n. 2; p. 100-109, 2016.

GOULART, T. L. S. Citotoxicidade da associagdo de agrotoxicos da rizicultura em
hepatdcitos de zebrafish. 2014. 61f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais) Universidade Federal do Rio Grande, 2014.

GUIMARAES, E. F.; CARVALHO-SILVA, M. Piperaceae In: Wanderley, M.G.W.;
Shepherd, G.J.; Melhem, T.S.; Giulietti, A.M.; Martins, S.E. Flora Fanerogamica do Estado de
Séo Paulo. Instituto de Botanica, Sao Paulo, v. 7, p. 263-320, 2012.

GUIMARAES, E. F.;: GIORDANO, L. C. S. Piperaceae do Nordeste brasileiro I: estado do
Ceara. Rodriguésia, v. 55, p. 21-46, 2004.

GUIMARAES, E. F.; MEDEIROS, E. V. S. S.; QUEIROZ, G. A. Piper in Flora e Funga do
Brasil. Jardim Boténico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB12735>. Acesso em: 18 mai. 2022

GUIMARAES, N. N.; SILVA, R. V.; GUIMARAES, L. N.; SANTOS, A. S.; CAMPOS, I. C.
A.; INOUE, T. Y. Potencial de extratos de plantas e manipueira no controle de Meloidogyne
javanica em jiloeiro. HOLOS, v. 8, p. 1-15, 2021.

GUSMAO, D. E.; CHAVES, P.; MATIAS, R.; PEDRINHO, D. R.; PEREIRA, S. R;;
CORREA, B. O. Avaliagéo do Efeito do Extrato Etandlico de Piper umbellatum L. no Controle
Alternativo de Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina. Ensaios e Ciéncia C
Bioldgicas Agrarias e da Saude, v. 24, n. 5, p. 516-522, 2020.

HASSAN, E. O.; ZYTON, M. A. Management of Bacterial Spot of Pepper caused by
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. American Journal of Bioscience and Bioengieering.
Science Publishing Group. v. 5, n. 1, p. 41-49, 2017.

HELALI, I.; FERCHICHI, S.; MAAOUIA, A.; AOUNI, M.; HARIZI, H. Modulation of
macrophage functionality induced in vitro by chlorpyrifos and carbendazim pesticides. Journal
of immunotoxicology, v. 13, n. 5, p. 745-750, 2016.

HUBBARD, C.; ALVIM, A. M.; GARROD, G. Brazilian agriculture as a Global Player
L’agriculture brésilienne au plan mondial Brasilianische Landwirtschaft als ‘Global Player’.
Agricultural Economics Society and European Association of Agricultural Economists
(EAAE). EuroChoices, n. 16, v. 1, p. 3-4, 2017.


https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB12735

87

IZOLANI, F. I.; TYBUSCH, J. S. Agroecologia como alternativa ao uso indiscriminado de
agrotoxicos no agronegocio: desenvolvimento sustentdvel para além da ideologia.
Researchgate. 2020.

JOLY, B. Botanica: Introducéo a taxonomia vegetal. Companhia editora nacional. 11. ed. v.
4.1993.

JUDD, W. S.; CAMPBELL, C. S.; KELLOGG, E. A.; STEVENS, P. F., DONOGHUE, M. J.
Sistematica Vegetal: Um Enfoque Filogenético. Traducdo de Simdes, A.O., Singer, R.B.,
Singer, R.F., Chies, T.T.S. 3. ed. Porto Alegre. Rio Grande do Sul. Editora Artmed, 2009.

KADO, C. l.; HESKETT, M. G. Selective media for isolation of Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas and Xanthomonas. Phytopathology, v.60, p.969-
979, 1970.

KAPLAN, M. J., RADIC, M. Neutrophil extracellular traps: double-edged swords of innate
immunity. The Journal of Immunology, v. 189, n. 6, p. 2689-2695, 2012.

KEESEN, T. S. L.; DA SILVA, L. V.; ROCHA, J. C.; ANDRADE, L. N.; LIMA, T. C.; DE
SOUSA, D. P. Anti- Leishmania and cytotoxic Activities of Perillaldehyde Epoxide Synthetic
Positionaliseros, Natural Product Research, v. 33, n. 17, p. 2536-2540, 2019.

KLOSS, L. C.; ALBINO, A. M.; SOUZA, R. G.; LIMA, R. A. Identificacdo de classes de
metabdlitos secundarios do extrato etandlico de Piper umbellatum L. (Piperaceae). South
American Journal of Basic Edication, Tachical and Technological, v. 3; p. 118-128, 2016.

KRETER A. C.; FERREIRA, D.; SERVO, F.; BASTOS FILHO, G. S.; SOUZA JUNIOR, J.
R. Comércio exterior de agronegécio: janeiro de 2023. Carta de conjuntura, n. 58, Ipea, 2023.

KRINSKI, D.; FOERSTER, L. A.; DESCHAMPS, C. Ovicidal effect of the essential oils from
18 Brazilian Piper species: controlling Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera, Erebidae) at the
initial stage of development. Acta Scientiarum, Agronomy, v. 40, 2018.

KRUGER, P.; SAFFARZADEH, M.; WEBER, A. N.; RIEBER, N.; RADSAK, M.; VON
BERNUTH, H.; BENARAFA. C.; ROOS, D.; SKOKOWA, J.; HARTL, D. Neutrophils:
between host defence, immune modulation, and tissue injury. PLoS pathogens, v. 11, n.3,
2015.

KUHN, O. J. Efeito do extrato aquoso de circuma (Curcuma longa L.) em Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis. 2003. 54 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade
Estadual do Oeste do Parand, Marechal Candido Rondon, 2003.

KWIATKOWSKA, M.; JAROSIEWICZ, P.; MICHALOWICZ, J.; KOTER-MICHALAK, M.;
HURAS, B.; BUKOWSKA, B. The impact of glyphosate, its metabolites and impurities on
viability, ATP level and morphological changes in human peripheral blood mononuclear
cells. PLoS One, v. 11, n. 6, 2016.

LANNA FILHO, R. Fitobactérias na cultura da soja. In. Doencas da soja: melhoramento
genético e técnicas de manejo. Campinas: Millennium, p. 81-92, 2015.

LEE, T. P.; MOSCATI, R.; PARK, B. H. Effects of Pesticide on Human Leukocyte Functions.
Research Communications in Chemical Pathology and Pharmacology, v. 23, n. 3, p. 597-
609. 1979.



88

LELIEFELD, P. H. C.; KOENDERMAN, L.; PILLAY, J. How neutrophils shape adaptive
immune responses. Frontiers in immunology, v. 6, p. 471, 2015.

LEMESZENSKI, G. C. F. Protoflavonoides e meroterpenos de espécies de Piper. 2013. 205f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

LEMOS, C. O. T.; GONCALVES, R. M.; SIQUEIRA, V. L. D.; FILHO, L. C.; CABRAL, V.
F. Avaliacdo in vitro da atividade antibacteriana em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas de extratos de Pariparoba. VII EPCC-Encontro Internacional de Producgéo
Cientifica Cesumar, Maringd, 2011.

LEVIGARD, Y. E.; ROZEMBERG, B. A interpretacdo dos profissionais de salde acerca das
queixas de "nervos" no meio rural: uma aproximacdo ao problema das intoxicacGes por
agrotdxicos. Cadernos de Saude Publica, v. 20, p. 1515-1524, 2004.

LEYVA-ACUNA, M. A.; QUINTANA-OBREGON, E. A.; SOTO-LANDEROS, F.; BAEZ-
PARRA, K. M.; MONTES-AVILA, J.; ANGULO-ESCALANTE, M. A. Actividad antifungica
de alcaloides del extracto metanolico de Jatropha platyphylla contra Aspergillus parasiticus.
Biotecnia, v.22, n. 3, p. 100-107, 2021.

LI, L.; TAN, J.; MIAO, Y.; LEI, P.; ZHANG, Q. ROS and Autophagy: Interactions and
Molecular Regulatory Mechanisms. Cellular and Molecular Neurobiology, v. 35, n. 5, p. 615-
621, 2015.

LIMA, A. F.; SILVA, E. G. A.; IWATA, B. F. Agriculturas e agricultura familiar no Brasil:
uma reviséo de literatura. Retratos de Assentamentos, v. 22, n. 1, p. 50-68, 2019.

LIMA, R. A.; BARROS, A. C. V.; ALMEIDA, K. P. C.; PANTOJA, T. M. A. Prospeccéo
fitoquimica do extrato vegetal de Piper tuberculatum jacq. (piperaceae) e seu potencial
antimicrobiano. Revista Eletrénica da FAINOR, v. 11, n. 2, 2018.

LONDRES, F. Agrotdéxicos no Brasil: um guia para acdo em defesa da vida. Rede
Brasileira de Justica Ambiental. 190p. 2012.

LOPES, C. A. Murcha bacteriana ou murchadeira: uma inimiga do tomateiro em climas
quentes. Embrapa Hortalicas-Comunicado Técnico (INFOTECA-E), 2009.

LOPES, C. A.; BOITEUX, L. S.; ESCHEMBACK, V. Eficacia relativa de porta-enxertos
comerciais de tomateiro no controle da murcha-bacteriana. Horticultura Brasileira, v. 33, p.
125-130, 2015.

LOPES, C. A.; MENDONCA, J. L. Reacdo de acessos de jurubeba a murcha bacteriana para
uso como porta-enxerto em tomateiro. Horticultura Brasileira, v. 34, n. 3, p. 356-360, 2016.

LOPES, C. A.; QUEJADO — DURVAL, A. M. Doencas bacterianas. In: Doencas do
tomateiro. Empesa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa hortalicas. Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Brasilia. 2. ed. 2005.

LUNA, F. V.; KLEIN, H. S. Transformag6es da agricultura brasileira desde 1950. Historia
Econdmica & Historia de Empresas, v. 22, n. 2, 2019.



89

MACEDO, A. L.; DUPRAT, R.C.; MOREIRA, D. L.; KAPLAN, M. A. C.; VASCONCELOS,
T. R. A,; PINTO, L. C.; MONTENEGRO, R. C.; RATCLIFFE, N. A.; MELLO, C. B;;
VALVERDE, A. L. Isolamento de um composto larvicida de Piper solmsianum C.DC.
(Piperaceae), Natural Product Research, p. 32-22, 2018.

MACEDO, C. G.; DE SOUSA, B. C. M.; FRAGA, S. S.; LOURIDO, K. A.; LUSTOSA, D. C.;
DA SILVA E. O.; CASTRO, K. C. F. Fitoquimica e atividade antifingica do extrato de folhas
de Piper marginatum no controle de fitopatdgenos. Revista ibero-americana de ciéncias
ambientais, v. 9; n. 6, p. 70-77, 2018.

MACHADO, H.; NAGEM, T. J.; PETERS, V. M.; FONSECA, C. S.; DE OLIVEIRA, T. T.
Flavonoides e seu potencial terapéutico. Boletim do Centro de Biologia da Reproducéo
(Descontinuada), v. 27, n. 1/2, 2008.

MAMPRIM, A. P. Efeitos de defensivos agricolas naturais e etratos vegetais sobre
parametros biol6gicos de Metarhizium anisopliae (Metsch)Serok. 2011. 78f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual do Oeste do Parana, Marechal Candido
Rondon, 2011.

MARTINEZ, A.; REYES, |.; REYES, N. Cytotoxicity of the herbicide glyphosate in human
peripheral blood mononuclear cells. Biomedica, v. 27, n. 4, p. 594-604, 2007.

MARTINS FILHO, J. B.; CREMASCO, C. P.; NORIS, F. J.; DOS SANTOS, R. M.; DOS
SANTOS, J. S. P.; DAL PAI, A.; DAL PAI, E. Demanda hidrica do tomate de mesa no
municipio de Paranapud-SP em diferentes épocas de plantio. Research, Society and
Development, v.11, n.6, 2022.

MATSUMOTO, R. S.; RIBEIRO, J. P.N.; TAKAO, L. K.; LIMA, M. I. S. Potencial alelopatico
do extrato foliar de Annona glabra L. (Annonaceae). Acta Botanica Brasileira, v. 24, p. 631-
635, 2009.

MELLO, B. C.; HUBINGER, M. D. Antioxidant activity and polyphenol contents in Brazilian
green propolis extracts prepared with the use of ethanol and water as solvents in different p H
values. International Journal of Food Science e Technology, v. 47, n. 12, p. 2510-2518,
2012.

MELO, A.; ARAUJO, A. A.; ALVES, M. Flora da Usina S&o José, lgarassu, Pernambuco:
Aristolochiaceae e Piperaceae. Rodriguésia, v. 64, p. 543-553, 2013.

MENDONCA, J. L.; LOPES, C. A.; LUDKE, I. Enxertia de tomateiro em baquicha (Solanum
stramonifolium var inerme (Dunal) Whalen) para controle de doengas de solo. Embrapa
Hortalicas Brasileira Circular Técnica, v. 163, n. 15, 2018.

MGBEAHURUIKE, E. E.; YRIONEM, T.; VUORELA, H.; HOLM, Y. Bioactive compounds
from medicinal plants: Focus on Piper species. South African Journal of Botany, v. 112, p.
54-69, 2017.

MIGLIORINI, P.; LUTINSKI, J. A.; GARCIA, F. R. M. Eficiéncia de extratos vegetais no
controle de Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae), em
laboratorio. Biotemas, v. 23, n. 1, p. 83-89, 2010.



90

MIORIN, J. D.; CAMPONAGARA, S.; DIAS, G. L.; SILVA, N. M.; VIERO, C. M. Percepgoes
de agricultores sobre o impacto dos agrotoxicos para a saude e 0 meio ambiente. Revista de
Enfermagem do Centro Oeste Mineiro, v. 6, n. 3, p. 2410-2420, 2016.

MISSOURI BOTANICAL GARDEN (MOBOT). Distribuicdo geografica da Familia
Piperaceae.  Missouri:MOBOT, [s.d]. 1 mapa, color. Disponivel em:
http://www.tropicos.org/Name/42000020?tab=maps. Acesso em 09 de jul. 2022.

MITRA, A.; SARKAR, M. CHATTERJE, C. Modulagdo da resposta imune por pesticidas
organofosforados: mamiferos como modelo potencial. Proceedings of the Zoological Society,
V. 72, p. 13-24, 20109.

MITTAL, M.; SIDDIQUI, M. R.; TRAN, K.; REDDY, S. P.; MALIK, A. B. Reactive oxygen
species in inflammation and tissue injury. Antioxidants e redox signaling, v. 20, n. 7, p. 1126-
1167, 2014.

MONTEIRO, D.; GUIMARAES, E. F. Flora do Parque Nacional do Itatiaia—Brasil: Manekia e
Piper (Piperaceae). Rodriguésia, v. 60, p. 999-1024, 20009.

MONTEIRO, J. M.; ALBUQUERQUE, U. P. D.; ARAUJO, E. D. L.; AMORIM, E. L. C. D.
Taninos: uma abordagem da quimica a ecologia. Quimica Nova, v. 28, p. 892-896, 2005.

MORA-VIVAS, F. D.; VELASCO, J.; DIAZ, T.; ROJAS-FERMIN, L.; RIOS-TESCH, N,;
CARMONA, J. Composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de
Peperomia acuminata de los Andes venezolanos. Revista peruana de biologia, v. 23, n. 3, p.
301-304, 2016.

MOSMANN, Tim. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-
63, 1983.

MUDRY/J, A. N.; YU, N.; AUKEMA, H. M. Nutritional and health benefits of pulses. Applied
Physiology, Nutrition and Metabolism, v. 39, n. 11, p. 1197-1204, 2014.

MURPHY, Kenneth. Imunobiologia de Janeway. Traducdo: Denise C. Machado, Gaby
Renard, Lucien Peroni Gualdi. 8. ed., Porto Alegre, Artmed, 2014.

NASCIMENTO, A. D. R.; FERNANDES, P. M.; BORGES, L. C.; MOITA, A. W,
QUEZADO-DUVAL, A. M. Controle quimico da mancha-bacteriana do tomate para
processamento industrial em campo. Horticultura Brasileira, v. 31, p. 15-24, 2013.

NASCIMENTO, E. V.; BONILLA, O. H.; DE LUCENA, E. M. P.; DO NASCIMENTO, Y. A.
P.; VIEIRA, M. I. C.; FARIAS, I. B. M.; NASCIMENTO, S. F.; DE LIMA, F. R. A.
Ocorréncias e usos da Familia Piperaceae, em especial no Estado do Ceara: Revisdo e nova
identificacdo geografica, Brazilian Journal of Development, v. 8, n. 1, p. 183-205, 2022.

NASCIMENTO, L. D. S.; LIMA, R. A. Uma revisao bibliografica sobre as piperaceae para fins
medicinais e econdmicos. Educamazonia - Educacéo, Sociedade e Meio Ambiente, v. 16, p.
200-214, 2023.

NAVA, F. F. M. Controle de fitopatégenos por fungos endofiticos de aroeiraacdo de um
isolado de: Diaporthe sobre Fusarium graminearum. 2020. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em


http://www.tropicos.org/Name/42000020?tab=maps

91

Agronomia) - Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo
Fundo. Passo Fundo, 2020.

NERI, D. K. P.; DE FREITAS, M. V. P.; DE GOES, G. B. Extratos vegetais no controle da
mosca-branca em melancia. HOLOS, v. 4, p. 1-14, 2020.

NOGUEIRA, G.D. A; SILVA, S. G. D. A.; LINHARES, C. M. D. S.; AMBROSIO, M. M. D.
Q.; NUNES, G. H. D. S. Métodos de inoculacdo de Fusarium solani e Sclerotium rolfsii em
meloeiro. Summa Phytopathologica, v. 45, p. 59-63, 2019.

NOGUEIRA, H. S.; LIMA, W. P. Cancer, sistema imunologico e exercicio fisico: uma revisdo
narrativa. Corpoconsciéncia, p. 40-52, 2018.

NOVATO-SILVA, E.; DA SILVA, J. M.; PINHEIRO, T. M. M. Efeitos de agrotdxicos sobre
0 sistema imune: consideragcdes no contexto da pandemia da COVID-19 no Brasil. PISTA:
Periodico Interdisciplinar [Sociedade Tecnologia Ambiente], v. 3, n. 1, p. 8-24, 2021.

OLIVEIRA, C. R. F.; MATQOS, C. H. C.; DOS SANTOS FREIRE, A.; DA SILVA SANTOS,
I. C.; DO NASCIMENTO, M. D. P. M. Atividade acaricida do extrato de algarobeira sobre o
acaro Tetranychus bastosi emJatropha curcas. Open Science Research IV - Editora Cientifica
Digital, v. 4, 2022.

OLIVEIRA, L. C.; ISHIDA, A. K. N.; DA SILVA, C. T. B.; MARINHO, P. S. B.; DO
ROSARIO MARINHO, A. M. Atividade antibacteriana de extratos de Morinda citrifolia
L.(noni) contra Xanthomonas axonopodis pv. Passiflorae. Revista Cubana de Plantas
Medicinales, v. 23, n. 4, 2018.

OLIVEIRA, N. T.; ALMEIDA, S. S. M. S. Analise fitoquimica, citotoxica e antimicrobiana
do extrato bruto etandlico das folhas da espécie Ambelania acida Aublet (Apocynaceae).
Biota Amazoénica, v. 6, n. 1, 2016.

PAIVA, S. R. D.; HERINGER, A. P.; FIGUEIREDO, M. R.; KAPLAN, M. A. C. Taninos
condensados de espécies de Plumbaginaceae. Floresta e Ambiente, v. 9, p. 153-157, 2002.

PAYAN-RENTERIA, R.; GARIBAY-CHAVEZ, G.; RANGEL-ASCENCIO, R:
PRECIADO-MARTINEZ, V.; MUNOZ-ISLAS, L.; BELTRAN-MIRANDA, C.; MENA-
MUNGUIA, S.; JAVE-SUAREZ, L.; FERIA-VELASCO, A.; DE CELIS, R. Effect of chronic
pesticide exposure in farm workers of a Mexico Community, Archives of environmental e
occupational health, v. 67, n. 1, p. 22-30, 2012.

PEDO, T.; ROLIM, J. M.; MEDEIROS, L. B.; PETER, M.; DOS SANTOS PEREIRA, L. H.;
MARTINAZZO, E. G.; AUMONDE, T. Z.; MAUCH, C. R. Produgéo de mudas de tomate
enxertado no sul do Rio Grande do Sul. Pesquisa Agropecuaria, v. 27, n. 1, 2022.

PELLETIER S. W. Alkaloids: Chemical and Biological Perspectives. 1. ed. v. 15, New York:
USA, Willey. Pergamon, p.1-635, 2001.

PEREIRA, C. H. J. A modulacdo da resposta imune periférica em agricultores expostos a
multiplos agrotoxicos. 2021. 135 p. Tese (Doutorado em Farmécia da Universidade Federal
de Santa Catarina). Floriandpolis, 2021.

PEREIRA, C. H. J. Avaliacdo da instabilidade gendomica e do estresse oxidativo em
agricultores expostos a agrotoxicos em um municipio do estado de Santa Catarina. 2017.



92

121p. Dissertacdo (Mestrado em Farmécia). Universidade Federal de Santa Catarina.
Florianopolis, 2017.

PEREIRA, G. S. Acdo inibitoria dos flavonoides quercertina e rutina sobre ativacdo de
neutrofilos humanos. 2017. 99f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias) Universidade
Estadual Paulista. Assis, 2017.

PEREIRA, G. N. Formulacdes a base de extratos naturais para o controle de Ralstonia
solanacearum em plantas cultivadas. 2022. 28f. Monografia (Trabalho de Concluséo de
Curso em Licenciatura Ciéncias Naturais - Biologia) - Universidade do Maranh&o, Pinheiro -
Maranhéo, 2022.

PEREIRA, L. A.; DOS SANTOS, D. C.; RODRIGUES, P. F. A.; DE AGUIAR ANDRADE,
E. H.; GUIMARAES, E. F. Valor de uso, indicacbes terapéuticas e perfil farmacoldgico e
etnofarmacoldgico de duas espécies do género Piper L. em uma comunidade quilombola na
Amazonia Oriental Brasileira. Brazilian Journal of Development, n. 6, v. 7, p. 52027-52039,
2020.

PEREIRA, M. D. S. V.; RIBEIRO, A. D.; JUNIOR, E. C. F.; FREIRE, J. C. P.; COSTA, M.
M. A., PEREIRA, J. V. Estudo sobre métodos utilizados para a determinacdo da atividade
antimicrobiana de extratos de plantas medicinais: elucidagfes e limitacbes das
técnicas. Brazilian Journal of Development, n. 8, v. 4, 2022.

PEREIRA, R. B.; PINHEIRO, J. B.; DE CARVALHO, A. D. F. Diagnose e controle alternativo
de doencas em tomate, pimentdo, curcurbitaceas e cenoura. Embrapa Hortalicas-Circular
Técnica (INFOTECA-E). 2013.

PEREIRA, R. J; CARDOSO, M. G. Metabdlitos secundarios vegetais e beneficios
antioxidantes. Journal of biotechnology and biodiversity, v. 3, n. 4, 2012.

PIGNATI, W. Uso de agrotoxicos no Brasil: Perspectiva da salde do trabalhador e
ambiental. Revista Brasileira de Medicina Do Trabalho, v. 16, n. 1, p. 37-37, 2018.

PIGNATI, W. A;; LIMA, F. A.N.D. S;; LARA, S. S. D.; CORREA, M. L. M.; BARBOSA, J.
R.; LEAO, L. H. D. C.; PIGNATTI, M. G. Distribuicdo espacial do uso de agrotoxicos no
Brasil: uma ferramenta para a Vigilancia em Saude. Ciéncia & Saude Coletiva. v. 22, p. 3281-
3293, 2017.

PIMENTEL-GOMES, F. Curso de Estatistica Experimental. 14. ed. Piracicaba: Degaspari,
477p. 2000.

QUEIROZ, P. R.; LIMA, K. C.; OLIVEIRA, T. C. D.; SANTOS, M. M. D.; JACOB, J. F;
OLIVEIRA, A. M. B. M. D. Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo e as
intoxicagdes humanas por agrotdxicos no Brasil. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 22,
2019.

QUEIROZ, T. N.; PASCUALI, L. C,; DO PRADO SILVA, A. C,; PORTO, A. G,
CARVALHO, J. W. P. Extratos e 6leos essenciais como alternativa no controle de Sclerotinia
sclerotiorum e Sclerotium rolfsii isolados de soja (Glycine max L.). Revista em Agronegdcio
e Meio Ambiente, v. 13, n. 2, p. 737-753, 2020.

QUEZADO-DUVAL, A. M; LOPES, C. A. Mancha-bacteriana: uma atualiza¢éo para o sistema
de producdo integrada de tomate industria. Embrapa Hortalicas-Circular Técnica
(INFOTECA-E), 2010.



93

QUIJANO-ABRIL, M. A.; CALLEJAS-POSADA, R.; MIRANDA-ESQUIVEL, D. R. Areas
of endemism and distribution patterns for Neotropical Piper species (Piperaceae). Journal of
Biogeography, v. 33, n.7, p. 1266-1278, 2006.

RAAD, S. M.; RIBEIRO, E. S.; CASTRO, R. J; CARNEIRO, F. S.; MAESTRI, M.P.
Atividade antifingica do extrato de jambu (Acmella oleracea) sobre o crescimento de micelial
Rhizoctonia solani. Natural Resources, v. 11, n.1, p. 21-24, 2021.

RAMOS, M. E. S. P. Biomonitoramento genético de individuos expostos ocupacionalmente
a pesticidas no povoado Vila Bessa, municipio de Conceicéo do Jacuipe. 2009. 139 f. Tese
(Doutorado em Farmacologia) - Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara, Bahia.
2009.

REIS, S. C.; DUARTE, D. A. O papel do exercicio fisico na ativacao de células mononucleares
do Sistema Imunolégico. Revista Eletronica Acervo Cientifico, v.1, p. 49-57, 2018.

REMBISCHEVSKI, P.; CALDAS, E. D. Agroquimicos para controle de pragas no Brasil:
analise critica do uso do termo agrotdxico como ferramenta de comunicacdo de
risco. Vigilancia Sanitaria em Debate: Sociedade, Ciéncia & Tecnologia, v. 6, n. 4, p. 2-12,
2018.

REZENDE, F. M., ROSADO, D., MOREIRA, F. A., DE CARVALHO, W. R. S. Vias de
sintese de metabdlitos secundarios em plantas. Laboratorio de Ensino de Boténica, v. 93, p.
93-104, 2016.

RIBEIRO, S. D. D. M.; SIQUEIRA, M. T. D.; GURGEL, I. G. D.; DINIZ, G. T. N. A
comercializacdo de agrotoxicos e 0 modelo quimico-dependente da agricultura do
Brasil. Saude em Debate, v. 46, p. 210-223, 2022.

ROMEIRO, R. da S. Bactérias fitopatogénicas. 2. ed. Vigosa: UFV, 417p. 2005.

ROSENBERGER, M. G.; DE ARAUJO AMATUZI, J. C.; ROSENBERGER, A. G.; DA
COSTA ZONETTI, P.; PAULERT, R. Atividade antimicrobiana de extrato de Coix Lacryma-
jobi sobre Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis e Fusarium graminearum, Revista em
Agronegocio e Meio Ambiente, v. 13, n. 1, p. 135-148, 2020.

ROY, A. A review on the alkaloids an important therapeutic compound from plants.
International Journal of Plant Biotechonology, v. 3, n. 2, p.1-9. 2017.

SA JUNIOR, P. F. D.; MUNIZ, E. B.; PEREIRA, N. A.; OLIVEIRA, M. A. S. Atividade
antimicrobiana in vitro dos extratos aquosos, hidroalcoolicos e alcodlicos de espécies da familia
Anacardiaceae. Revista de Ciéncias Médica e Bioldgicas, v. 15, n.1, p. 56-61, 2016.

SA, S.; CHAUL, L. T.; ALVES, V. F.; FIUZA, T. S.; TRESVENZOL, L. M.; VAZ, B. G.;
FERRI, P. H.; BORGES, L. L.; PAULA, J. R. Phytochemistry and antimicrobial activity of
Campomanesia adamantium. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 28, p. 303-311, 2018.

SALEHI, B.; ZAKARIA, Z. A; GYAWALI, R.; IBRAHIM, S. A,; RAIKOVIC, J;
SHINWARI, Z. K.; KHAN, T.; SHARIFI-RAD, J.; OZLEYEN, A.; TURKDONMEZ, E;
VALUSSI, M.; TUMER, T. B.; FIDALGO, L. M.; MARTORELL, M.; SETZER, W. N. Piper
species: A comprehensive review on their phytochemistry, biological activities and
applications. Molecules, v. 24, n. 7, 20109.



94

SANGI, S. C.; VIEIRA JUNIOR, J. R.; FERNANDES, C. F.; BASTOS, J. S. F.; FONSECA,
A. S.; FREIRE, T. C.; OGRODOWCZYK, L.; NUNES, J. D. K,; OLIVEIRA, K. C. C;
ROCHA, R. B.; BARBIERI, F. S. Extratos de Piper no controle alternativo de fitonematoides
do género Meloidogyne em Coffea canephora. Revista Ibero-Americana de Ciéncias
Ambientais, v. 9, n. 8, p. 212-223, 2018.

SANTOS, C. A. B,; SILVA, A. P. M. Extratos vegetais de plantas daninhas contra o pulgéo
Aphis craccivora koch 1854, no feijdo Vigna unguiculata Walp. Revista Ibero — Americana
de Ciéncias Ambientais, Aquidabé. v. 6, n. 2, p. 69-75, 2015.

SANTOS, I. N.; FERRAZ, I. S.; LIRIO, L. K. S.; DA SILVA, A. S.; DE SOUSA SOTERO,
G.; DE ANDRADE RUELA, G. ImplicacGes das intoxicagdes exdgenas por agrotdxicos a
salde do trabalhador: uma reviséo integrativa. Revista Ibero-Americana de Humanidades,
Ciéncias e Educacéo, v. 7, n. 2, p. 16-16, 2021.

SANTOS, K. C. Analise protedmica comparativa entre neutrofilos ndo ativados e
neutrofilos ativados com PMA, um analogo do Diacilglicerol. 2007. 110 f. Dissertacéo
(Mestrado em Patologia Molecular). Universidade de Brasilia. Brasilia, 2007.

SANTOS, M. R. A.; GUIMARAES, M. C. M.; PAZ, E.S.; MAGALHAES, G. M. O.; SOUZA,
C. A;; SMOZINSKI, C. V.; NOGUEIRA, W. O. Induction and growth pattern of callus from
Piper permucronatum leaves. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. Botucatu, v. 18, n.
1, p. 142-148, 2016.

SANTOS, P.; PRANDO, M.; MORANDO, R.; PEREIRA, G. V.; KRONKA, A. Utilizacdo de
extratos vegetais em protecdo de plantas. Enciclopédia Biosfera, v. 9, n. 17. 2013.

SANTOS, T. G.; REBELO, R. A.; DALMARCO, E. M.; GUEDES, A.; GASPER, A. L.;
CRUZ, A. B.; SCHMIT, A. P.; CRUZ, R. C. B.; STEINDEL, M.; NUNES, R. K. Composi¢éo
quimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de Piper
malacophyllum (C. Presl.) C. DC. Quimica Nova, v. 35, n. 3, p. 477-481, 2012.

SCAPINI, P.; CASSATELLA, M. A. Social networking of human neutrophils within the
immune system. Blood, The Journal of the American Society of Hematology. v. 124, n. 5,
p.710-719, 2014.

SCHAALAN, M. F.; ABDELRAOUF, S. M.; MOHAMED, W. A.; HASSANEIN, F. S.
Correlation between maternal milk and infant serum levels of chlorinated pesticides (CP) and
the impact of elevated CP on bleeding tendency and immune status in some infants in
Egypt. Journal of immunotoxicology, v. 9, n. 1, p. 15-24, 2012.

SCHURT, D. A.; GASPAROTTO, L.; PEREIRA, J. C. R. Fungos fitopatogénicos na
Amazonia. In Conhecimento, conservacdo e uso de fungos. Editora Inpa. 2019.

SCHURT, D. A.; RODRIGUES, F. A.; CARRE — MISSIO, V.; SOARES, N. F. F. Silicio
alterando compostos derivados de pirdlise de bainhas foliares de plantas de arroz infectadas por
Rhizoctonia solani, Fitossanidade.Bragantia, Campinas, v. 72, n. 1, p. 52-60, 2013.

SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R.; CRUZ, M. E. D. S. Uso de extratos
vegetais no controle de fungos fitopatogénicos. Floresta, v. 30, n. 1, p. 129-137, 2000.

SCOPEL, W.; SCOPEL, E. L.; BOTTEON, V. W.; RAZA-GOMES, M. F. Bioatividade de
macerados de Anthemis SP., Coriandrum sativum e Piper nigrum contra Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae). Evidéncia. v. 18, n. 1, p. 95-109, 2018.



95

SEGAL, A. W. How neutrophils kill microbes. Annual Review of Immunology, v. 23, p. 197-
223, 2005.

SETUBAL, S. S.; PONTES, A. S.; NERY, N. M.; BASTOS, J. S. F.; CASTRO, O. B.; PIRES,
W. L.; ZAQUEO, K. D.; CALDERON, L. A.; STABELI, R. G.; SOARES, A. M.; ZULIANI,
J. P. Effect of Bothrops bilineata snake venom on neutrophil function. Toxicon, v. 76, p. 143-
149, 2013.

SETUBAL, S. S.; PONTES, A. S.; NERY, N. M.; REGO, C. M.; SANTANA, H. M.; DE
LIMA, A. M.; ZULIANI, J. P. Human neutrophils functionality under effect of an Asp49
phospholipase A2 isolated from Bothrops atrox venom. Toxicon: X, v. 6, 2020.

SILVA, C. P.; RICCI, T. G.; ARRUDA, A. L.; PAGLIOSA, F. M.; MACEDO, M. L. R.
Extratos vegetais de espécies de plantas do cerrado Sul-Matogrossense com potencial de
Bioherbicida e Bioinseticida. Uniciéncias, v. 21, n. 1, p. 25-34, 2017.

SILVA, 1. C. Neutrdfilos: aspectos cléassicos, plasticidade e novas funcdes
imunorregulatorias. Revista Interdisciplinar de Estudos Experimentais-Animais e
Humanos Interdisciplinary Journal of Experimental Studies, v. 7, n. 1, 2015.

SILVA, 1.D.D.; TAKATSUKA, F. S.; ROCHA, M. R. D.; CUNHA, M. G. D. Efeito do extrato
de sucupira (Pterodon emarginatus Vog.) sobre o desenvolvimento de fungos e bactérias
fitopatogénicos. Pesquisa Agropecudria Tropical, v. 35, n. 2, p. 109-115, 2005.

SILVA, J. L.; SOUZA, P. E.; MONTEIRO, F. P.; FREITAS, M. L. O.; SILVA JUNIOR, M.
B.; BELAN, L. L. Antifungal activity using medicinal plant extracts against pathogens of coffee
tree. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.16, n. 3, p. 539-544, 2014.

SILVA, M. L. C.; COSTA, R. S., DOS SANTOS SANTANA, A., KOBLITZ, M. G. B.
Compostos fenolicos, carotendides e atividade antioxidante em produtos vegetais. Semina:
Ciéncias Agrérias, v. 31, n. 3; p. 669-681, 2010.

SILVA, R. M. D.; SANTOS, W. S. D.; LIMA, E. J. D.; PINTO, K. M. S. Extratos aquosos de
plantas nativas com potencial uso no manejo da murcha bacteriana do tomateiro Ralstonia
solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996. Revista Brasileira de Gestdo Ambiental e
Sustentabilidade, v. 7, n.17, p. 1271-1282, 2020.

SILVERIO, A. M.; PINHEIRO, P. B. A biociéncia dos agrotoxicos e seu impacto na
salde. Revista Ouricuri, v. 9, n. 2, p. 016-033, 20109.

SIMMONDS, S. E.; SMITH, J. F.; DAVIDSON, C.; BUERKI, S. Phylogenetics and
comparative plastome genomics of two of the largest genera of angiosperms, Piper and
Peperomia (Piperaceae). Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 163, 2021.

SINGH B.; SINGH S. Anticrobial activity of terpenoids from Trichodesma amplexicaule Roth.
Phytotherapy research, v.7, n.7, p.814-6, 2003.

SIQUEIRA, S. L. D.; KRUSE, M. H. L. Agrotoxicos e saude humana: contribuicdo dos
profissionais do campo da salde. Revista da Escola de Enfermagem da USP, v. 42, p. 584-
590, 2008.

SIWICKI, A. K.; COSSARINI-DUNIER, M.; STUDNICKA, M.; DEMAEL, A. In vivo effect
of the organophosphorus insecticide trichlorphon on immune response of carp (Cyprinus



96

carpio): Il. Effect of high doses of trichlorphon on nonspecific immune
response. Ecotoxicology and environmental safety, v. 19, n. 1, p. 99-105, 1990.

SMANIA, E. F. A. Esterois e triterpenos isolados de espécies de Ganoderma Karsten e sua
atividade antimicrobiana. 2003.138 f. Tese (Doutorado em Quimica Organica). Universidade
Federal de Santa Catarina. Floriandpolis. Santa Catarina, 2003.

SOARES, K. V. C. Estudo da composicdo quimica e avaliacdo da atividade antimicrobiana
de extratos das folhas de Piper arboreum e Piper aduncum. 2020. 90 f. Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduagdo em Quimica Industrial) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, Minhas Gerais, 2020.

SOARES, P. K.; BRUNS, R. E.; SCARMINIO, I. S. Statistical mixture design investigation of
fractionated and total extracts from Erythrina speciosa Andrews leaves. Jounal of Separation
Science. v. 32, p. 644-652, 2009.

SOBRINHO, C. A.; SANTOS, A. R. B. Métodos de inoculacdo de Sclerotium rolfsii Sacc.
em feijao-caupi. 2021.

SOUSA, B. C. M.; BARATA, L. E. S.; MACEDO, C. G.; FRAGA, S. S.; KASPER, A. A. M.;
LOURIDO, K. A.; PAULINO, G. S.; ALMEIDA, E. C.; SARTORATTO, A.; LUSTOSA, D.
C. Avaliagio do teor de Cumarina e atividade antifingica de fragdes de Oleo de Cumaru.
Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais, v. 9, n. 6, p. 63-69, 2018.

SOUSA, |.; FERNANDES, C. F.; VIEIRA JUNIOR, J. R.; SILVA, D.; MENDES, T. L. O
FREIRE, T. C.; FONSECA, A. S.; SANGI, S. C. Atividade fungitoxica de extratos de Piper
sp. contra os fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii, Revista Ibero Americana de
Ciéncias Ambientais, v. 9, n. 3, p. 50-56, 2018.

SOUSA, I. A. L.; BENCHIMOL, R. L.; SILVA, C. M.; SANTOS, A. K. A.; PINHEIRO, C. C.
C.; CARVALHO, E. A. Potencial de biocontrole de Rhizoctonia solani do Feijéo- Caupi. Biota
Amazbnia, v. 7, n.1; p. 86-89, 2017.

SOUSA, P. S.; GORRI, A. P. Agrotéxicos no Brasil: Uma visdo relacional a partir da
articulacdo Freire-CTS. Revista Brasileira de Pesquisa em Educacédo em Ciéncias, p. 399-
422, 20109.

SOUZA, A. D.; MEDEIROS, A. D. R.; SOUZA, A. C. D.; WINK, M.; SIQUEIRA, I. R;;
FERREIRA, M. B. C.; FERNANDES, L.; HIDALGO, M. P. L.; TORRES, I. L. D. S. Avaliacéao
do impacto da exposicao a agrotdxicos sobre a satde de populacgdo rural: Vale do Taquari (RS,
Brasil). Ciéncia e saude coletiva, v. 16, p. 3519-3528, 2011.

SOUZA, C. G.; DE MOURA, A. K. B.; DA SILVA, J. N. P.; SOARES, K. O.; DA SILVA, J.
V. C.; VASCONCELOQS, P. C. Fatores antinutricionais de importancia na nutricdo animal:
Composicéo e funcdo dos compostos secundarios. Pubvet, v. 13, p. 1-19, 2019.

SOUZA, E. B.R.; SILVA, R. R.; AFONSO, S.; SCARMINIO, I. S. Enhanced extraction yields
and mobile phase separations by solvent mixtures for the analysis of metabolites in Annona
muricata L. leaves. Jounal of Separation Science. v. 32, p. 4176-4185, 20009.

SOUZA, L. C. B,; CALILI, L. C. C.; ARAUJO, J. M. P.; DA SILVA TOSATE, T.; SABINO,
H.R.; MENEZES, D. S.; REIS, M. B.; MARCOS, V. D.; RESENDE, N. S.; JUNIOR, A. J. B.
Avaliacdo da percepcdo da incidéncia de agrotdxicos e seus possiveis danos genéticos. Revista
Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacéo, v. 7, n. 11, p. 1156-1165. 2021.



97

SOUZA, P. G.; ALBINO, A. M,; LIMA, R. A. Identificagdo de metabolitos secundarios no
extrato etandlico das inflorescéncias de Piper arboreum AUBL. E seu potencial Candidacida.
Biota Amazonia, Open Journal System, v. 9, n. 2, 2019.

SOUZA, S. M. Atividade antibacteriana de cumarinas naturais e derivados. 2005. 81 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal de Santa Catarina.
Floriandpolis, 2005.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botéanica Sistematica: Guia ilustrado para identificacdo das
familias de Faner6gamas nativas e exdticas no Brasil. Baseado em APG Ill. 3. ed. Nova
Odessa, Sao Paulo, SP. Instituto Plantarum, 2012.

TAVARES, D. C. G.; SHINODA, D. T.; DA COSTA MOREIRA, S. S.; DA CRUZ
FERNANDES, A. Utilizacdo de agrotoxicos no Brasil e sua correlagdo com
intoxicac@es. Sistemas & Gestao, v. 15, n. 1, p. 2-10, 2020.

TEJERA, D.; LIMONGI, G.; BERTULHO, M.; CANCELA, M.; Ralstonia pickettii bacteremia
in hemodialysis patients: a report of two cases. Revista Brasileira Terapia intensiva, v. 28, n.
2, 2016.

TERRA, R.; SILVA, S. A. G. D.; PINTO, V. S.; DUTRA, P. M. L. Efeito do exercicio no
sistema imune: resposta, adaptacédo e sinalizacdo celular. Revista brasileira de medicina do
esporte, v. 18, p. 208-214, 2012.

THIMMAPPA, R.; GEISLER, K.; LOUVEAU, T.; O'MAILLE, P.; OSBOURN, A. Triterpene
biosynthesis in plants. Annual review of plant biology, v. 65; p. 225-257, 2014.

TORQUILHO, H. S.; PINTO, A. C.; GODOY, R. L. O.; GUIMARAES, E. F. Essential Oil of
Piper permucronatum Yuncker (Piperaceae) from Rio de Janeiro, Brazil. Journal of Essential
Oil Research, v. 11, n. 4, p. 429-430, 1999.

TOTSCH, S. K.; SORGE, R. E. Immune system involvement in specific pain
conditions. Molecular pain, v. 13, 2017.

TSUJI, S.; KANEKO, K. Genetic disorders and oxidative stress (especially chronic
granulomatous disease). Studies on Pediatric Disorders, p. 315-327, 2014.

VIEIRA FILHO, J. E. O.; GASQUES, J. G. O. Agricultura, transformacdo produtiva e
sustentabilidade. Brasilia, DF; Ipea, 2016.

VIEIRA JUNIOR, J. R. Procariotas residentes do filoplano do feijoeiro como agentes de
biocontrole de enfermidades da parte aérea da cultura. 2005. 146p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, 2005.

VIEIRAJUNIOR, J. R.; FERNANDES, C. F.; FONSECA, A. S.: SANGI, S. C.; MARCOLAN,
A. L.; CARARO, D. C.; OSMARI, E. K.; FREIRE, T. C.; MATOS, S. I. Estudo etioldgico e
epidemioldgico da morte-das pastagens em Rond6nia. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento 76. Embrapa Ronddnia, Porto Velho, RO, 2015.

VIEIRA, R. F.; CAMILLO, J.; CORADIM, L. Espécies de plantas nativas da Flora Brasileira
de valor econémico atual ou potencial: plantas para o futuro: Regido Centro-Oeste. Brasilia.
Ministério do Meio Ambiente, 2016.



98

WENDLAND, A.; LOBO JUNIOR, M.; de FARIA, J. C. Manual de identificacdo das
principais doencas do feijoeiro-comum. Embrapa Arroz e Feijdo-Livro técnico
(INFOTECA-E), 2018.

WENIGER B.; LOBSTEIN A.; UM B.; VONTHORON-SENECHAU C.; ANTON R;;
USUGA N.J.; BASARAN, H.; LUGNIER, C. Bioactive triterpenoids from Vochysia
pacifica interact with cyclic nucleotide phosphodiesterase isozyme PDE4. Phytother
Research, n. 19, p. 75 -77, 2005.

WITKO-SARSAT, V.; RIEU, P.; DESCAMPS-LATSCHA, B.; LESAVRE, P,
HALBWACHS-MECARELLI, L. Neutrophils: molecules, functions and pathophysiological
aspects. Laboratory investigation, v. 80, n. 5, p. 617-653, 2000.

YANG, Y.; BAZHIN, A.V.; WERNER, J.; KARAKHANOVA, S. Reactive oxygen species in
the immune system. International reviews of immunology, v. 32, n. 3, p. 249-270, 2013.

YIN, C.; HEIT, B. Armed for destruction: formation, function and trafficking of neutrophil
granules. Cell Tissue Reserch, v. 371, n. 3, p. 455-471, 2018.

YUNCKER, T. G. Hoehnea, v. 2, p. 19-366, 1972.
YUNCKER, T. G. The Piperaceae - A Family Profle. Brittonia, v. 10, p. 1-7, 1958.

ZABKA, M.; PAVELA, R. Antifungal efficacy of some natural phenolic compounds against
significant pathogenic and toxinogenic filamentous fungi. Chemosphere, v. 93, n. 6, p.1051-
1056, 2013.

ZULIANI, J. P.; SOARES, A. M.; GUTIERREZ, J. M. Polymorphonuclear neutrophil
leukocytes in snakebite envenoming. Toxicon, v. 187, p. 188-197, 2020.

ZYCHLINSKY, A.; WEINRAUCH, Y.; WEISS, J. Introduction: forum in immunology on
neutrophils. Microbes and infection, v. 5, n. 14, p. 1, 2003.



ANEXOS

99



MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL  REVISTA  CIENTIFICA  MULTIDISCIPLINAR ~ NUCLEO DO

U ) NUCLEO ID() CONHECIMENTO ISSN: 2448-0959

https://www.nucleodoconhecimento.com.br

GENERO PIPER: ASPECTOS BOTANICOS, QUIMICOS E
BIOLOGICOS DE SUAS ESPECIES

ARTIGO DE REVISAO

BASTOS, Jessica Silva Felix!, FONSECA, Aline Souza da? FERNANDES,
Cleberson de Freitas3, VIEIRA JUNIOR, José Roberto*, ZULIANI, Juliana Pavan®

BASTOS, Jessica Silva Felix. Género piper: aspectos botanicos, quimicos e
biolégicos de suas espécies. Revista Cientifica Multidisciplinar Nucleo do
Conhecimento. Ano 08, Ed. 12, Vol. 03, pp. 127-159. Dezembro de 2023. ISSN:
2448-0959, Link de acesso:

https://www.nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos, DOI:

10.32749/nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos

RESUMO

O género Piper € o maior da familia piperaceae, com mais de 2.000 espécies
descritas. De distribuicdo pantropical, no Brasil as espécies desse género ocorrem
em todo o pais com destaque nas florestas Amazébnica e Atlantica. Sendo
amplamente utilizado para as mais diferentes finalidades, o género Piper possui
grande interesse para a comunidade cientifica. Dessa forma caracteristicas
botanicas, propriedades quimicas e atividades bioldgicas atribuidas as espécies do
género Piper sdo amplamente estudadas. Espécies pertencentes ao género sao
historicamente utilizadas como medicinais, como anti-inflamatério e analgésico, o
gue pode estar ligado a grande variedade de compostos presentes em suas
espécies como apontam estudos, onde majoritariamente sdo descritos safrol,
monoterpenos e sesquiterpenos, além dos metabdlitos secundarios alcaloides,
triterpenos, cumarinas, saponinas, taninos e flavonoides. O género ainda se
destaca por apresentarem agédo antimicrobiana, inseticida, fungicida e bactericida,
sendo promissora para futura utilizagéo na industria farmacéutica e de insumos para
a agricultura no controle de pragas. Dessa forma, a importancia do levantamento de
dados cientificos sobre espécies pertencentes ao género Piper ficou comprovada.

Palavras-chave: Piperaceaes, Espécies nativas, Potencial microbicida.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui em sua flora mais de 50.000 espécies, sendo o grupo das
Angiospermas o0 mais diverso em variedade de plantas, com aproximadamente
35.000 espécies descritas no pais (Flora e Funga do Brasil, 2023). Entre as

importantes familias que compdem esse grupo, destaca-se a familia Piperaceae.

De distribuicdo Pantropical, a familia Piperaceae é encontrada na regiao neotropical
e centro das Américas Central, Sul e do Norte. No Brasil € amplamente distribuida
na Amazoénia e na Mata Atlantica nas quais ocorrem em torno de 500 espécies
agrupadas em 5 principais géneros: Macropiper, Zippelia, Manekia., Peperomia
Ruiz e Pav., e Piper L. (Nascimento et al. 2022).

De grande importancia econémica e medicinal, dessa familia destacam-se o género
Peperomia, que apresenta espécies cultivadas com finalidades ornamentais e
medicinais (Mora-Vivas et al. 2016) e o género Piper formado por espécies
empregadas na culinaria e espécies utilizadas de modo empirico por diferentes
populacdes no tratamento de doencas, sendo este 0 género mais estudado e

conhecido do ponto de vista quimico (Nascimento e Lima, 2023).

Da familia Piperaceae, o género Piper € o0 que apresenta maior nimero de espécies
com aproximadamente 2.000 (BFG, 2015). Aproximadamente 289 espécies deste
género sdo encontradas no Brasil, destas 183 sdo endémicas e distribuidas em
todas as regides do pais, com a regido norte abrigando 184 espécies, 22 destas no
estado do Tocantins, 41 em Roraima, 47 no Amapa, 66 em Rondbnia, 83 no Acre,
106 no Pard, e a pluralidade as espécies identificadas no Brasil sdo encontradas no

estado do Amazonas sendo 140 espécies (Guimarées et al. 2022).

Inimeras espécies do género Piper possuem odor peculiar, resultado da presenca
de 6leos essenciais nessas plantas, que se concentram principalmente nas folhas
e frutos, sendo que esses 0leos vém sendo estudados por apresentarem em sua
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composicdo substancias quimicas com potencial uso comercial, industrial e
medicinal (Vieira et al.,, 2016). Gogosz et al. (2012) reforca que a presenca de
conteudo oleifero nas estruturas de espécies do género Piper faz com que essas

plantas sejam utilizadas na medicina popular e apresente importancia econémica.

O potencial medicinal das espécies do género Piper esté relacionado a capacidade
dessas plantas em produzir metabdlitos secundarios que apresentam importantes
efeitos na saude (Salehi et al. 2019). Diante disso, espécies desse género vém
sendo amplamente estudadas por apresentarem potencial biotecnolégico na
producdo de novos produtos tanto para a industria farmacéutica quanto insumos de

aplicacao agricolas (De Oliveira e Rodrigues, 2021).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo reunir os principais aspectos
botanicos, quimicos e biolégicos do género Piper, assim como de suas espécies,

publicados na literatura até o momento, afim de compilar a acao dessas espécies.

1.1 CARACTERISTICAS BOTANICOS DA FAMILIA PIPERACEAE E
GENERO PIPER

No sistema de Engler a ordem Piperales é considerada como o grupo mais primitivo
das Dicotiledéneas (Barroso et al. 2002). Espécies pertencentes a essa ordem
encontram-se evolutivamente na base das angiospermas (Silva, 2013).

Em relacdo aos aspectos culturais, econémicos e cientificos a familia Piperaceae
esta entre as mais importantes da ordem Piperales. Conforme Yuncker (1972) a
familia foi descrita por Linnaeus no século XVIII, que Ihe conferiu na época quatro

géneros, sendo Piper descrito em 1737.

De acordo com a classificagdo taxondmica de Cronquist (1981), o género Piper
pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae,

ordem Piperales, familia Piperaceae. Alguns autores consideram as espécies da
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familia Piperaceae como muito primitivas e derivadas da Ginitales (Barroso et al.
2002).

As Piperaceaes compreendem ervas terrestres, epifitas, subarbustos, arvores e
arvoretas ou trepadeiras, com caules nodosos e articulados, folhas alternas,
opostas com formatos varidveis, suas inflorescéncias podem ser em racemos ou
espigas e flores aclamideas, bissexuais ou unissexuadas, protegidas por bractéolas
glabras ou pilosas (Melo et al. 2013). As pequenas flores de Piperaceaes séo,

possivelmente, polinizadas por insetos (Judd et al. 2009).

Sendo predominantemente tropical, a familia Piperaceae é bastante comum nas
formacdes florestais brasileiras, principalmente na Mata Atlantica, onde espécies de
Piper sdo facilmente encontradas e reconhecidas pela presenca de nds foliares
geniculados e folhas com base assimétrica (Souza e Lorenzi, 2012).

De origem nativa, o género Piper esta entre os principais géneros da familia (Judd
et al. 2009). O género € composto por arbustos ou arvoretas que variam de 1 a 10
metros de altura, com caules habitualmente nodosos. A folhas desse género séo
alternas, laminas com base assimétrica, glabra ou pilosa, glandulifera e peciolo
vaginado-sulcado na base ou até a apice, ja as inflorescéncias sdo opostas as

folhas em formato de espiga (Bardelli et al. 2008).

Espécies pertencentes a este género sdo utilizadas como medicinais, como o
jaborandi-falso (Piper amalago) utilizado como anti-inflamatério e analgésico
(Barros et al. 2015), a pariparoba ou caapeba (Piper umbellatum) utilizada na
medicina popular para o tratamento de disturbios gastricos (Silva-Junior et al. 2016).
Outra espécie de grande importancia econdmica € a Piper nigrum, seus frutos

fornecem a pimenta-do-reino, uma das especiarias mais antigas (Judd et al. 2009).
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1.2 PROPRIEDADES QUIMICAS DAS ESPECIES DO GENERO

PIPER

Os compostos quimicos presentes nas espécies pertencentes ao género Piper vém

sendo descritos na

literatura com a finalidade de

identificar substancias

correlacionadas ao potencial medicinal ou toxico de cada espécie (Tabela 1). Alguns

estudos com essa finalidade s&o descritos a seguir.

Tabela 1: Constituintes quimicos identificados em espécies do género Piper

Espécie

Piper tuberculatum

Piper aduncum

Piper hispidum

RC: 150738

Parte da planta
estudada

Raiz

Folhas

Folhas, talos,
inflorescéncias

Folhas, talos,
inflorescéncias

Frutos

Folhas, raizes e

caules

Folhas

Frutos

Folhas, raizes e

caules

Componente majoritario

Piplartina- dimero A

Sesquiterpenos
Monoterpenos
germacreno D (11,81%)

(E)- cariofileno (37,78%)

Alcaloides

gliscosideos cardiotdnicos,
cumarinas e taninos

Alcaloides, saponinas,

flavonoides, taninos, cumarinas
e triterpenos

Acido benzoico e derivados de
flavonoides

E-nerolidol (14,2%)

Sesquiterpenos
E-nerolidol,

Longipinanol

Acido benzoico e derivados de
flavonoides

a-Pineno (14%)

Referéncia

Braz Filho et al.
(1981)

Cysne et al
(2005)

Gongalves e Lima
(2016)

Freire et al. 2022

Burke e Nair

(1986)

Mesquita et al.
(2005)

Oliveira et al. 2006

Burke e Nair

(1986)

Mesquita et al.
2005
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Piper hispidinervum

Piper callosum

Piper
permucronatum

Piper regnelii

Piper cernuum

Piper amalago
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Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Raizes

Folhas

Folhas,
caules

Folhas

Folhas,
caules

Folhas,
caules

Folhas
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raizes

raizes

raizes

e

e

e

Monoterpenos
b-pineno  (19,7%),
(9,0 %)

Safrol (98,12%)

Safrol

Mentol
Safrol (64,02%)

safrol (74,24%)
a-Pineno (20,94%)

B-Pineno (12,84%)
o-cadineno (12,7%)

Dilapiol (54,70%)

Miristicina (25,61%)

Fenilpropanoides

alfa-pineno

4’7-epoxi-8,3-neolignanos

8’,9’-dinor
neolignanos

-4’7-epoxi-8,3-

Biciclogermacreno (21,88%)

B-cariofileno (20,69%)

Mirceno (52,60%)
Cetona sesquiterpénica (43,4%)

Sesquiterpenos

Biciclogermacreno

B-cariofileno

Mirceno

trans-Dihidroagarofurano

(22,4%)

Sesquiterpenos

Emelol (36%)

Sesquiterpenos

Biciclogermacreno (11%),

Potzernheim et al.
2006

Maia et al. (1987)

Lobato et al.
(1989)

Maia et al. (1987)
Queiroz (2021)

Torquilho et al.
(1999)

De Morais et al.
(2007)

Benevides et al.
(1999)

Costantin et al.
(2001)

Mesquita et al.
(2005)

Costantin et al.
(2001)

Mesquita et al.
(2005)

Mesquita et al.

(2005)

Monteiro (2021)

132

Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos



https://www.nucleodoconhecimento.com.br/
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/

MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL

REVISTA  CIENTIFICA  MULTIDISCIPLINAR  NUCLEO DO

U NGCLEO ID() CONHECIMENTO ISSN: 2448-0959

https://www.nucleodoconhecimento.com.br

Folhas

Piper arboreum Folhas,
caules

Folhas

Folhas

Piper submarginalum = Folhas,
caules

Piper vicosanum Folhas,
caules

Piper umbellatum Folhas,
caules

Caules

Piper crassinervium Folhas

Piper dilatatum Folhas

RC: 150738

raizes

raizes

raizes

raizes

e

e

e

e

Espatulenol (9,21%),
Bfelandreno (8,12%)

a-pineno (6,17%)

a-Zingibereno (19,31%) Humberto (2021)

Oxido de cariofileno (36,5%) Mesquita et al.
(2005)

Sesquiterpenos

Sesquiterpenos Cysne et al
(2005)

biciclogermacreno (25,03%)

( E)-nerolidol (11,12%) e (E)-
cariofileno (8,35%)
Biciclogermacreno (12,1%), 10- Potzernheim et al.

epi-g-eudesmol (11,6%) (2006)

oxido de cariofileno (10,1%)

a-Pineno (28,2%) Mesquita et al.
(2005)

Monoterpenos

Limoneno (45%) Mesquita et al.
(2005)

Monoterpenos

Germacreno D (27,4%) Mesquita et al.
(2005)

Sesquiterpenos

Flavonoides Kloss et al. (2016)

Alcaloides

Triterpenos

Sesquiterpenos Cysne et al
(2005)

Monoterpenos

linalol (28,61%)

beta-pineno (20,01%)

1,8-cineol (10,81%)

alfa-pineno (11,27%)

Sesquiterpenos Cysne et al
(2005)

Monoterpenos

biciclogermacreno (25,07%)
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Piper divaricatum

Piper malacophyllum

Piper piscatorum

Piper
glandulosissimum

Piper nigrum

Fonte: Autores (2023).
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Folhas

Folha

Caules

Raizes

Folhas

Raizes

Ramos

Frutos maduros

alfa-felandreno (22,53%)

delta-3-carene (10,20%)
cis-b-ocimeno (19,6%)

b-cariofileno (11,3%)
6xido de cariofileno (21,3%);

espatulenol (23,7%);

a-pineno (19,0%)

espatulenol (23,7%);

a-pineno (19,0%)
Piperlonguminina

acido benzdéico
(+)-cénfora (97,6%)

Monoterpenos
Sesquiterpenos

ésteres

selin-11-en-4-a-ol (57,63%)

benzoato de benzila (15,40%)

Flavonas
Chalconas

Dihidrocalcona
Piperina

Potzernheim et al.
(2006)

Facundo et al.
(2006)

Chaves (2008)

Santos et al
(2012)

Pimentel et al.
(2012)

Santos et al
(2015)

Almeida (2017)

Uma importante pesquisa sobre as piperaceaes foi publicada por Braz Filho et al.

(1981) que isolaram das cascas da raiz da espécie Piper tuberculatum a piplartina-

dimero A, um dimero biologicamente ativo pertencente a classe dos alcaloides. A

piplartina tem como estrutura quimica {5,6-dihidro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-

2-propenil]-2(1H) piridinona}, encontrada nas raizes e caules de espécies de Piper,
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vem sendo amplamente estudada por apresentar propriedades biologicas de
interesse para a saude e agricultura (Bezerra et al. 2006; Lima, 2022).

Das espécies Piper aduncum e Piper hispidum Burke e Nair (1986) isolaram a partir
de seus frutos, fenilpropeno, &cido benzoico e derivados de flavonoides. Ja Maia et
al. (1987) ao estudarem as espécies P. hispidinervum e Piper callosum identificaram
gue o safrol constitui-se no principal componente volatil dos dleos essenciais das

duas espécies, sendo que na primeira o teor identificado foi de 98,12%.

Em um estudo semelhante, o potencial antimicrobiano identificado a partir do 6leo
essencial da espécie P. hispidinervum foi atribuido a presenca predominante do
safrol em sua composicdo, potencializado por uma pequena quantidade de mentol
que também se mostrou presente nas fragcdes isoladas no estudo de Lobato et al.
(1989). Torquilho et al. (1999) ao analisarem a composicdo quimica do Oleo
essencial da espécie Piper permucronatum identificaram um total de 33 compostos,
sendo constituido principalmente por sesquiterpenos e uma pequena porcentagem

de monoterpenos, sendo o componente majoritario o d-cadineno (12,7%).

A fim de identificar os compostos presentes nas raizes da espécie Piper regnelii,
conhecida popularmente como “pariparoba”, Benevides et al. (1999) isolaram trés
fenilpropanoides: apiol, dilapiol e miristicina, sete 4'7-epoxi-8,3-neolignanos, e trés
8’,9’-dinor -4’7-epoxi-8,3-neolignanos além de quatro novos neolignanos incluindo
regnelina. Pouco tempo depois, Costantin et al. (2001) isolaram a partir do 6leo
essencial das folhas da mesma espécie 0s seguintes compostos,
Biciclogermacreno (21,88%), B-cariofileno (20,69%), e mirceno (52,60%), os

autores relataram a presenca destes também na espécie Piper cernuum.

Um estudo buscou realizar uma analise comparativa dos 6leos essenciais de
diferentes espécies do género Piper, sendo elas: Piper aduncum, Piper amalago,
Piper arboreum, Piper cernuum, Piper hispidum, Piper regnelii, Piper

submarginalum, Piper vicosanum e Piper umbellata, nas quais foram identificados
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0S seguintes compostos, beta-pineno, espatulenol, E-carifileno, 6xido de cariofileno,
germacreno D e alfa-pineno (Mesquita et al. 2005). Neste estudo foi observado que
alguns compostos sdo especificos de cada espécie estudada, mas que as mesmas

apresentam uma semelhanca quimica importante, base para futuros estudos.

No mesmo ano, em um estudo semelhante, Cysne et al. (2005) ao estudarem os
Oleos essenciais de quatro espécies de Piper, os quais foram caracterizados mono
e sesquiterpenos nos Oleos das espécies Piper crassinervium, Piper dilatatum e
Piper tuberculatum, e apenas sesquiterpenos nos da espécie Piper arboreum
apontaram gue os compostos que foram identificados em todas as espécies foram:

beta-Elemene, (E) cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno e delta-cadineno.

Sesquiterpenos e monoterpenos também foram identificados nos 6leos essenciais
de diferentes amostras de Piper aduncum, sendo o E-nerolidol considerado o
principal componente das amostras estudadas, seguido pelo Longipinanol (Oliveira
et al. 2006). Oleos essenciais das espécies Piper arboreum, Piper dilatatum e Piper
hispidum quando analisadas em cromatografia gasosa apresentaram
predominancia de sesquiterpenos, sendo 0s constituintes majoritarios
biciclogermacreno, cis-b-ocimeno e b-pineno de cada espécie, respectivamente
(Potzernheim et al. 2006).

Facundo et al. (2006) identificaram como componente majoritario do 6leo essencial
da folha da espécie Piper carniconnectivum, o 6xido de cariofileno, ja do seu caule
foi observada a presencga de espatulenol e a-pineno. Um estudo para verificar a
composicdo quimica de espécies de Piper indicou como componentes
predominantes da espécie Piper permucronatum, o dilapiol e miristicina (De Morais
et al. 2007). Ja Chaves (2008) ao estudar a espécie Piper divaricatum isolou e
caracterizou a partir de suas raizes, a amida comumente conhecida como

piperlonguminina além de dois derivados do acido benzoico.
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O relato da composicdo quimica do 6leo essencial extraido das folhas da espécie
Piper malacophyllum indica a presencga de 28 constituintes identificados de natureza
terpénica, contendo mono e sesquiterpenos, como ja mencionado em outras
espécies, sendo a (+)-canfora o constituinte majoritario (Santos et al. 2012).
Monoterpenos e sesquiterpenos também foram identificados nas raizes frescas de
Piper piscatorum, além de ésteres, que juntos representaram 98,69% da

constituicdo volatil do material estudado (Pimentel et al. 2012).

Com o intuito de investigar os flavonoides da espécie Piper glandulosissimum,
Santos et al. (2015) isolaram trés flavonas, duas chalconas e uma dihidrocalcona a
partir dos ramos da planta. Os autores apontaram semelhanca dos compostos
dessa espécie com outras pertencentes ao género Piper. Kloss et al. (2016) ao
estudarem a espécie Piper umbellatum também relataram a presenca de
flavonoides nos extratos etandlicos a partir de seus caules, além da presenca de

alcaloides e triterpenos.

Em um estudo semelhante com folhas, talos e inflorescéncias da espécie P.
tuberculatum observou-se também a presenca de alcaloides nas folhas, além de
gliscosideos cardiotdnicos, cumarinas e taninos em todos os 6rgdos estudados
(Goncalves e Lima, 2016). Alcaloides foram caracterizados como composto
majoritario nos frutos maduros de Piper nigrum, estes estabelecidos como piperina
no estudo de Almeida (2017), que ainda identificou um teor significativo de

constituintes quimicos polifendlicos nas folhas dessa espécie.

Ao determinar o perfil quimico do 6leo essencial da espécie Piper amalago, Monteiro
(2021) identificou em sua composicdo monoterpenoides e um maior teor de
sesquiterpenoides, sendo 0s componentes majoritarios o biciclogermacreno,
espatulenol, B-felandreno e a-pineno. O que também foi observado na pesquisa de
Humberto (2021) ao estudar a mesma especie e constatar a predominancia de
sesquiternos na composigao de 6leo essencial, sendo o a-zingibereno o composto
de maior concentragao.
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Um estudo sobre a composi¢cdo quimica da espécie Piper callosum relata que as
classes de metabdlitos secundérios detectados foram esteroides, saponinas e
compostos fendlicos, sendo que o 6leo essencial apresentou como compostos
predominantes o safrol, a-pineno, B-pineno e cineol (Queiroz, 2021). A analise
fitoquimica de folhas, talos e inflorescéncias das espécies Piper tuberculatum e
Piper hispidum demostrou que ambas possuem em sua composi¢do os metabdlitos
secundarios alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos, compostos fendlicos,

cumarinas e triterpenos (Freire et al. 2022).

Percebe-se que a composi¢ao quimica do género vem sendo descrita ao longo dos
anos de maneira isolada, conforme os constituintes de cada espécie. A variabilidade
guimica constatada sugere a existéncia de perfis quimicos distintos, o que aumenta
a amplitude de possiveis utilidades dessas espécies na industria farmacéutica e de

insumos agricolas.
1.3 POTENCIAL BIOLOGICO DE ESPECIES DO GENERO PIPER

Espécies do género Piper vem sendo descritas na literatura por apresentarem em
sua composicdo moléculas com acdo antimicrobiana, inseticida, nematicida,
fungicida e bactericida (Bohatch Junior et al. 2016, Braga et al., 2017, Sangi et al.
2018, Bastos et al. 2018) (Tabela 2).

Tabela 2: Relacéo da atividade biolégica de espécies do género Piper

Espécie Tipo do Teste @ Atividade Patégeno Referéncia
material
Piper aduncum Extrato Invitro  Inseticida Cerotoma Alécio e
tingomarianus Fazolin (2002)
Extrato Invitro = Bactericida @ Staphylococcus Figueira et al.
hidroalcéolico aureus e Bacillus = (2003)
subitilis
138
RC: 150738

Disponivel em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos



https://www.nucleodoconhecimento.com.br/
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/biologia/aspectos-botanicos
https://www.nucleodoconhecimento.com.br/

MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC JOURNAL

c 4 NUCLEO ID() CONHECIMENTO ISSN: 2448-0959

Piper alatabaccum

Piper arboreum
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Oleo
essencial
Oleo
essencial
Oleo
essencial
Oleo

essencial

Extrato

etandlico

Extrato

aquoso

Extrato

hexanico

Extrato

acetonico

Oleo

essencial

Extrato

hexanico

REVISTA

CIENTIFICA

MULTIDISCIPLINAR

NUCLEO DO
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In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Inseticida

Inseticida

Inseticida

Acaricida

Bactericida

Fungicida

Bactericida

Inseticida

Bactericida

Cerotoma

tingomarianus

Sitophilus

zeamais Motsch

Tenebrio molitor
L. 1758

Rhipicephalus
(Boophilus)

microplus

Strptococcus
mutans e
Strptococcus

sanguis

Sclerotinia

sclerotiorum

Porphyromonas
gingivalis,
Actinomyces
naeslundii,
Streptococcus

sanguinis.

Hypothenemus

hampei

Aedes aegypti e
Aedes albopictus

Porphyromonas
gingivalis,
Actinomyces

naeslundii e

Fazolin et al.
(2005)

Estrela et al.
(2006)

Fazolin et al.
(2007)

Silva (2008)

Magalhaes,
(2010)

Garcia et al.
(2012)

Soares (2020)

Santos et al.
(2013)

Franca et al.
(2019)

Soares (2020)
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Piper augustum

Piper callosum

Piper dilatatum

Piper enckea

Piper

gaudichaudianum

Piper

hispidinervum
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Extratos

alcodlico

Oleos

essenciais

Extrato
aguoso
Oleo
essencial
Oleo

essencial

Oleo
essencial

Oleo
essencial
Oleo
essencial
Oleo

essencial
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In vitro

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Acaricida

Fungicida

Fungicida

Inseticida

Fungicida

Fungicida

Inseticida

Inseticida

Fungicida

Streptococcus

sanguinis

Tetranychus

urticae

Crinipellis
perniciosa,
Phytophthora
palmivora,
Phytophthora

capsici

Colletotrichum

sp,

Aedes aegypti

Crinipellis
perniciosa,
Phytophthora
palmivora,
Phytophthora

capsici.

Gloeophyllum
trabeum

Sitophilus

zeamais Motsch

Tenebrio molitor

L. 1758

Alternaria

alternata

Silva et al.
(2009)

Silva e Bastos
(2007)

Vilamil et al.
(2021)

Albuquerque
et al. (2020)

Silva e Bastos
(2007)

Bianchini et al.
(2022)

Estrela et al.
(2006)

Fazolin et al.
(2007)

Nascimento et
al. (2008)
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Oleo

essencial

Extrato

acetonico

Extrato

alcodlico

Extrato

alcodlico

Oleo

essencial

Extratos

hidroalcoolico

Oleo

essencial

Extrato

metanolico
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NUCLEO DO

https://www.nucleodoconhecimento.com.br

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

Fungicida

Inseticida

Fungicida

Bactericida

Inseticida

Bactericida

Fungicida

Fungicida

Bipolaris
sorokiniana,
Fusarium
oxysporum e
Colletotrichum

gloeosporioides

Hypothenemus

hampei

Rizoctonia solani
e Sclerotium
rolfssi

Xanthomonas
axonopodis  pv.

vesicatoria

Aedes aegypti

Staphylococcus
aureus e Bacillus
subitilis

Crinipellis
perniciosa,
Phytophthora
palmivora,
Phytophthora

capsici,

Colletotrichum

scovillei

Zacaroni et al.
(2009)

Santos et al.
(2010)

Santos et al.
(2011)

Freire (2015)

Bastos (2018)

Albuquerque
et al. (2020)

Figueira et al.
(2003)

Silva e Bastos
(2007)

Aradjo et al.
(2014)
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Piper mollicomum

Piper nigrum

Piper

permucronatum

Piper regnellii

Piper

tuberculatum
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Extrato Invivo = Fungicida
aguoso

Extrato In vitro = Bactericida
alcodlico

Extrato Invitro = Fungicida
aguoso

Material In vitro | Inseticida
vegetal

Extrato In vitro = Bactericida
alcodlico

Extrato In vitro = Bactericida
hidroetandlico

Extrato In vitro = Bactericida
Extrato Invitro = Fungicida
alcodlico

Colletotrichum

Sp,

Staphylococcus

aureus

Fusarium
verticillioides e

Acremonium sp

Sitophilus
zeamais

Motschulsky

Xanthomonas
axonopodis
patovar
vesicatoria e
Ralstonia

solanacearum

Staphylococcus
aureus, Bacillus
subitilis,

Escherichia coli e
Pseudomonas

aeruginosa

Staphylococcus
aureus e

Escherichia coli

Rizoctonia solani
e Sclerotium

rolfssi

Macedo et al.
(2021)

Almeida et al.
(2019)

Barros et al.
(2013)

Scopel et al.
(2018)

Bastos (2018)

Pessini et al.

(2003)

Lemos et al.
(2011)

Freire (2015)

Bastos et al.
(2018)
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Extratos Invitro | Inseticida Haemetobia Braga et al.
etandlicos e irritans (2017)
hexanicos
Extrato Invitro = Acaricida Rhipicephalus Braga et al.
etandlico microplus (2018)
Extrato Invitro = Bactericida @ Staphylococcus Lima et al.
alcodlico aureus (2018)

Piper umbellatum  Extrato Invitro = Fungicida Rizoctonia solani  Gusmao et al.
etandlico (2020)
Extrato Invitro | Inseticida Aedes aegypti Pauliquevis et
etandlico al. (2021)

Fonte: Autores (2023).

O potencial inseticida do género Piper foi evidenciado por Fazolin et al. (2005) ao
avaliarem a toxicidade do 6leo essencial de Piper aduncum no controle de Cerotoma
tingomarianus (conhecido popularmente como Vaquinha do feijoeiro), com
eficiéncia em diferentes concentracdes. Os extratos provenientes de P. aduncum
também j& haviam sido descritos por apresentarem efeito inibidor para a vaquinha

do feijoeiro (Alécio e Fazolin, 2002).

De maneira semelhante, o 6leo essencial de P. aduncum L. e P. hispidinervum
C.DC. preparados em diferentes concentragdes, apresentaram efeito inseticida
guando testados no controle de Sitophilus zeamais Motsch (nome popular
Gorgulho) (Estrela et al. 2006). Oleos essenciais das mesmas espécies de Piper
foram eficientes sobre a taxa de mortalidade de larvas de Tenebrio molitor L. 1758,
um coleoptero cujas larvas destroem farinhas, fubas, racdes e graos (Fazolin et al.

2007), o que caracteriza o potencial inseticida dessas espécies.

Extratos de diferentes 0rgaos vegetais de espécies de Piper também sdo descritos

na literatura por apresentarem potencial inseticida, como nos estudos de Santos et
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al. (2010) e Santos et al. (2011) que evidenciaram efeito inseticida dos extratos
acetonicos das folhas e raizes de P. hispidum respectivamente, sobre
Hypothenemus hampei responséavel pela broca-do-café, com mortalidade de 100%
para os extratos de folhas e 90% para os extratos das raizes nas maiores
concentracdes testadas. Ja, Santos et al. (2013) ao investigarem extratos com efeito
inseticida no controle do mesmo patégeno apontaram como eficiente o extrato

preparado com as raizes de P. alatabaccum em todas as concentracdes estudadas.

A espécie P. tuberculatum, amplamente estudada por apresentar propriedades
medicinais, apresentou resultados promissores no controle da mosca-dos-chifres
(Haemetobia irritans), um importante ectoparasito da pecuaria bovina (Braga et al.
2017). Nesse estudo os autores testaram diferentes solventes para diferentes
partes da planta, e apontaram como eficientes os extratos etandlico das folhas e
dos talos e o extrato hexanico dos frutos da planta, o que demonstra o potencial

diversificado da espécie.

Scopel et al. (2018) realizaram testes com a espécie P. nigrum frente ao inseto
Sitophilus zeamais Motschulsky, conhecido popularmente como gorgulho-do-milho,
e verificaram que a espécie apresenta propriedade inseticida e efeito repelente

promissor para a praga.

Além de se mostrarem potencial controle para importantes insetos que assolam a
agricultura, espécies de Piper também vém sendo descritas por apresentarem
eficiéncia no controle de insetos importantes para a saude humana. Como
apresentaram Franca et al. (2019) ao avaliarem o efeito bioldgicos de O6leos
essenciais de P. alatabaccum no controle de Aedes aegypti e Aedes albopictus, os
autores constatarem atividade larvicida em 24 horas de exposi¢cado e destacarem

essa espécie de Piper como promissora no controle de insetos vetores.

Oleos essenciais das folhas de P. dilatatum e P. hostmannianum também foram
avaliados para o controle da fase larval de A. aegypti e demostraram ser uma
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alternativa viavel para tratamento do vetor, uma vez que ambos apresentaram taxa
de mortalidade de quase 100% (Albuquerque et al. 2020). Assim, como 0 extrato
etandlico da espécie P. umbellatum que foi eficiente contra larvas de estagio tardio
e estagio inicial de A. aegypti, indicaram 100% de mortalidade em diferentes

concentracOes (Pauliquevis et al. 2021).

A atividade acaricida de espécies do género Piper também vem sendo descrita ha
literatura. A acdo do 6leo essencial de P. aduncum induziu mortalidade total de
larvas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, responsavel por um dos
principais parasitismo de bovinos no Brasil, uma possivel alternativa de controle

contra essa espécie de carrapato (Silva, 2008).

Silva et al. (2009) relataram a eficiéncia de extratos alcoodlicos preparados a partir
das folhas de espécies de Piper sobre o acaro rajado Tetranychus urticae, uma
praga do café, sendo a acdo acaricida desses extratos observada em diferentes
tempos de exposicdo ao acaro. Extratos etandlicos das folhas, caules e frutos da
espécie P. tuberculatum também apresentaram acao acaricida quando submetidas
ao controle do carrapato R. microplus (Braga et al. 2018). Os autores apontaram a
eficiéncia dos extratos ao combaterem as larvas, fémeas ingurgitadas e na taxa de
eclosdo dos ovos de carrapato, e promoveram a espécie P. tuberculatum como uma

fonte promissora de moléculas para o controle da praga.

A atividade fungica das espécies do género Piper é amplamente descrita na
literatura, tanto com Oleos essenciais como com extratos a partir dessas plantas,
em especial a acdo destes no controle de fungos fitopatogénicos, que causam

intensos prejuizos na agricultura.

Oleos essenciais das folhas de diferentes espécies de Piper foram eficientes em
inibir o crescimento micelial e também a germinacdo de basididosporos dos fungos

Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici, causadores
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da vassoura-de-bruxa e da podriddo parda, respectivamente, doencas que
acometem o cacaueiro (Silva e Bastos, 2007).

O efeito fungicida do 6leo essencial das folhas de Piper hispidinervum foi avaliado
por Nascimento et al. (2008) sobre o crescimento micelial de Alternaria alternata,
fungo causador de inUmeras doencas de plantas, e observaram inibicdo em todas
as concentracfes utilizadas. No ano seguinte, Zacaroni et al. (2009) publicaram
resultados promissores com o 0leo essencial da mesma espécie sobre trés fungos
fitopatogénicos, e relataram inibicdo total do crescimento micelial dos fungos

quando em contato com o 6leo em diferentes concentracoes.

Como citado, os extratos vegetais também sdo descritos por apresentarem
potencial fungicida. Extratos oriundos dos frutos de Piper aduncum L. apresentaram
resultados promissores sobre a reducdo do crescimento micelial do fungo
Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco na cultura de soja, com 43% de
inibicdo (Garcia et al. 2012). Extratos das folhas de Piper marginatum também
apresentaram potencial fungicida ao inibir o crescimento micelial de Colletotrichum

scovillei, fungo que causa a doenca antracnose no pimentao (Aradjo et al. 2014).

Extratos aquosos de Piper Nigrum foram eficazes em diferentes concentracdes ao
inibirem o crescimento micelial dos fungos Fusarium verticillioides e Acremonium
sp. em 42% e 32% respectivamente, nesse estudo os extratos ainda foram
comparados com o de outra espécie que nao foi eficiente (Barros et al. 2013). Freire
(2015) investigou o potencial dos extratos das espécies Piper tuberculatum e Piper
hispidum e constatou que ambas séo eficientes em controlar o crescimento micelial
dos fungos Rizoctonia solani e Sclerotium rolfssi, microorganismos que causam

patologias em cultura de feijoeiro.

Ainda sobre testes para o controle dos patdégenos R. solani e S. rolfssi, Sousa et al.
(2018) e Bastos et al. (2018) evidenciaram o potencial dos extratos de diferentes
espécies do género Piper como promissores fungicidas no controle dos fungos, em
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testes in vitro e in vivo. Extrato etandlico preparado com as folhas da espécie Piper
umbellatum provocou alteragdes no desenvolvimento do fungo R. solani em testes
in vitro e, os autores observaram que néo houve a formacao de esclerodios quando

em contato com o extrato (Gusmao et al. 2020).

Macedo et al. (2021) relataram a reduc¢éo da incidéncia da doenga antracnose nos
frutos de pimenta-de-cheiro, quando esses foram pulverizados com extratos
aguosos de P. marginatum, podendo ser um produto biotecnoldgico promissor para
ser utilizado de forma preventiva no manejo da doenga. Ao estudarem o fungo
causador da antracnose, Colletotrichum sp, Vilamil et al. (2021) investigaram a
espécies Piper callosum sp. e relataram indice de inibicdo do crescimento micelial
de até 75,62%.

Em um estudo mais recente, 6leos essenciais obtido das folhas de Piper
gaudichaudianum tiveram efeitos satisfatorios ao controlar fungos apodrecedores
de madeira, o0 que indica o potencial dessa espécie na busca por produtos naturais
que possam substituir preservantes de madeira sintético, conforme relatado por
Bianchini et al. (2022).

O potencial bactericida das espécies do género Piper também vem sendo
amplamente investigado com resultados promissores para a saude e agricultura.
Pessini et al. (2003) destacou o potencial do extrato de Piper regnellii no controle
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo o extrato que apresentou

melhor resultado quando comparado aos demais tratamentos.

Extratos hidroalcdolicos obtidos a partir das folhas de P. aduncum e P. marginatum
foram testados e consideradas eficientes no controle de Staphylococcus aeureus e
Bacillus subtilis (Figueira et al. 2003). Fazolin et al. (2006) ao descreverem as
caracteristicas gerais de P. aduncum apontaram o potencial de diferentes extratos
dessa espécie, no controle de Mycobacterium avium - intracellulare, S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa.
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Extratos da espécie P. aduncum foram investigados em diferentes métodos de
extracdo (decoc¢do, maceracdo, turbdlise e soxhlet), quanto ao seu potencial
bactericida frente a Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis, onde foi
possivel observar inibicdo do patdgeno em todos os extratos, com 0 extrato
etandlico obtido a partir de decoccao foi o mais ativo para ambas as espécies
(Magalhaes, 2010).

Os extratos da espécie Piper regnelli demonstraram eficiéncia contra o crescimento
das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e foram
apontadas pelos autores como possiveis fitoterapicos de uso humano e animal
(Lemos et al. 2011).

O potencial da espécie P. tuberculatum foi avaliada por meio de seus extratos de
folhas, talos e inflorescéncias sobre a bactéria S. aureus, apresentando halos
significativos de inibicdo da bactéria (Lima et al. 2018). O mesmo foi observado no
estudo de Almeida et al. (2019) ao estudarem extratos de diferentes partes da planta
P. mollicomum e identificarem efeito inibitério destes no controle da bactéria
S.aureus, o que evidencia a capacidade bactericida de diferentes partes de ambas

as especies.

Cinco espécies de Piper foram investigadas quanto ao controle das bactérias
fitopatogénicas Xanthomonas axonopodis patovar vesicatoria e Ralstonia
solanacearum, responsaveis por doencas que acometem o tomateiro, dentre estas
0s extratos alcodlicos de diferentes partes de Piper permucrontatum se destacaram
por apresentarem halos de inibicdo em diferentes concentracdes (Bastos, 2018). A
espécies Piper arboreum e Piper aduncum foram apontadas por Soares (2020)
como fonte natural de compostos com atividade antimicrobiana frente as bactérias

relacionadas as doencas bucais.

E possivel observar o vasto potencial microbicida que vem sendo descrito ao longo

dos anos de espécies de piperaceaes, seja como 0leos essenciais ou como extratos
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brutos ou fracionados. Diante de vasta literatura, as espécies pertencentes ao
género Piper sdo promissoras e com potencial biotecnoldgico para a busca de
novos farmacos para a saude humana e animal, e também para novos insumos

agricolas menos agressivos ao meio ambiente.
2. CONCLUSOES

O género Piper possui grande relevancia e importancia dada a sua vasta
aplicabilidade relatada na literatura. De origem nativa e predominantemente tropical,
as espécies do género Piper apresentam uma composicdo quimica bastante
diversificada, embora inUmeros estudos tenham identificado a presenca de safrol,

monoterpenos e sesquiterpenos em inlmeras espécies.

Estudos apontaram também a presenca de metabdlitos secundarios como
alcaloides, triterpenos, cumarinas, saponinas, flavonoides e taninos que se
mostraram comuns entre as espécies. Entretanto, é possivel observar que alguns
compostos sdo caracteristicos de cada espécie como por exemplo 0 composto
dilapiol e miristicina descrito na espécie Piper permucronatum (De Morais et al.
2007).

O potencial microbicida das espécies do género Piper vem sendo amplamente
descritos na literatura durante décadas. A capacidade inseticida, acaricida,
fungicida e bactericida de extratos e 6leos essenciais de nhumerosas espécies de
Piper possui potencial biotecnol6gico com a possivel utilizagdo de derivados dessas
plantas na obtenc¢do tanto de novos farmacos quanto de novos insumos para a

agricultura.
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RESUMO

O presente trabalho relata a identificacdo de classes de metabolitos secundéarios presentes
em diferentes extratos da espécie Piper permucronatum Yuncker. Encontrada
amplamente na floresta Amazénica, a espécie é descrita na literatura por suas acdes
bioldgicas como inseticida, fungicida, bactericida e nematicida, desta forma a analise
fitoquimica é importante para o estudo de moléculas promissoras. A espécie foi coletada
no campo experimental da Embrapa Rond6nia e a avaliagdo realizada no laboratdrio de
fitopatologia. Para os testes fitoquimicos realizados, os extratos foram obtidos a partir das
folhas, talos e inflorescéncias da planta e os resultados baseados em precipitacdo e
coloracéo dos extratos diluidos em solucGes e reativos especificos para cada teste. Nos
extratos das trés partes da planta identificou-se a presenca das classes dos metabdlitos
secundarios cumarinas e alcaloides, além de serem constatadas a presenca de taninos
hidrolisaveis e compostos fendlicos nos extratos das folhas, flavonoides, taninos
condensados e triterpenos nos extratos preparados com os talos da planta, e triterpenos,
taninos condensados e compostos fenolicos identificados a partir das inflorescéncias da
espécie.

Palavras-chave: metabdlitos secundarios, piper, testes fitoquimicos.

ABSTRACT

The present work reports the identification of classes of secondary metabolites present in
different extracts of the species Piper permucronatum Yuncker. Widely found in the
Amazon rainforest, the species is described in the literature for its biological actions as
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an insecticide, fungicide, bactericide and nematicidal, thus phytochemical analysis is
important for the study of promising molecules. The species was collected in the
experimental field of Embrapa Rondbnia and the evaluation carried out in the
phytopathology laboratory. For the phytochemical tests carried out, the extracts were
obtained from the leaves, stems and inflorescences of the plant and the results based on
precipitation and coloring of the extracts diluted in solutions and specific reagents for
each test. In the extracts of the three parts of the plant, the presence of the classes of
secondary metabolites coumarins and alkaloids was identified, in addition to the presence
of hydrolysable tannins and phenolic compounds in the extracts of the leaves, flavonoids,
condensed tannins and triterpenes in the extracts prepared with the stalks. of the plant,
and triterpenes, condensed tannins and phenolic compounds identified from the
inflorescences of the species.

Keywords: secondary metabolites, piper, phytochemical tests.

1 INTRODUCAO

Plantas com propriedades medicinais sdo utilizadas desde os primdérdios das
civilizacdes, apontadas na literatura como a principal forma de tratamento de doencas na
antiguidade (Santos et al. 2018). Na atualidade, a utilizacdo de plantas medicinais ainda
apresenta importante relevancia na economia mundial, principalmente em paises em
desenvolvimento, o que proporciona avangos em pesquisas com intuito de estuda-las
(Carvalho et al. 2022).

Espécies de plantas que apresentam propriedades medicinais possuem em sua
composicdo substancias bioativas com acdo antioxidante denominados metabolitos
secundarios, que sao definidos como compostos naturais produzidos pelas plantas, com
capacidade de fornecer protecao a estresses bioticos e abidticos (Pereira e Cardoso 2012;
Borges e Amorim 2020). O metabolismo secundario vegetal é formado por compostos
organicos com potencial atividade biologica (Cunha et al. 2016).

O Brasil detém uma fonte promissora de plantas com potencial medicinal, com
uma biodiversidade de aproximadamente 55.000 espécies de plantas, o que equivale de
20 a 22% do total mundial (Paulert et al. 2019). De distribuicdo pantropical, a familia
Piperaceae se destaca no pais, sendo amplamente distribuida nas florestas brasileiras,

especialmente na Amazénia e Mata Atlantica (Nascimento et al. 2022).

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.11,

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA
Curitiba, v.21, n.11, p. 19660-19675. 2023.

ISSN: 1696-8352

Page 19662

p. 19660-19675. 2023..



OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

O género Piper esta entre os principais géneros da familia, por ser o maior em
numero de espécies, estas possuem propriedades aromaticas e sdo utilizadas ao longo da
histéria da humanidade como plantas alimenticias e medicinais (BFG, 2015; Salehi et al.
2019). Dentre as espécies desse género, a espécie Piper permucronatum Yuncker, de
origem nativa, é endémica do Brasil e compreende arbustos de até 2 metros de altura
(GUIMARAES et al. 2015).

Conhecida popularmente como elixir paregorico, as folhas da espécie P.
permucronatum sao tradicionalmente utilizadas na preparacdo de chas para o tratamento
de colicas e problemas digestivos (Anjos Junior, 2007). A utilizacdo dessa espécie de
maneira medicinal desperta o interesse cientifico sobre sua composicao, dessa forma o
objetivo do presente estudo foi identificar os metabdlitos secundarios presentes nos

extratos de folhas, talos e inflorescéncia da espécie P. permucronatum.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DOS ENSAIOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratoério de Fitopatologia da Embrapa
Rondonia e no Laboratorio de Imunologia Celular Aplicada a Sadde da Fiocruz, ambos
localizados no municipio de Porto Velho-RO. Os testes foram realizados utilizando
folhas, talos e inflorescéncias de Piper permucronatum (permissao de acesso para coleta
e analises - SisGen No A088959).

A espécie foi coletada no campo experimental da Embrapa Rondonia (S 08°
48°56.0” W 063° 50’ 46.1”) em junho de 2019 em temperatura média didria de 25 °C e
32 mm de chuva no periodo. Ap6s a coleta, o material vegetal foi encaminhado para o
laboratdrio de fitopatologia onde foram separados folhas, talos e inflorescéncias. A
confirmac&o boténica foi realizada com o depdsito no Herbério Dr. Ary Tupinamba Penna
Pinheiro, localizado no Centro Universitario Sdo Lucas, Porto Velho — RO, sob o0 nimero
de registro 7761.
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2.2 TRIAGEM FITOQUIMICA DE EXTRATOS DE P. PERMUCRONATUM

Foram realizados testes fitoquimicos para verificar a possivel presenca ou
auséncia de determinadas classes de metabolitos secundarios dos extratos de folhas, talos
e inflorescéncia de P.permucronatum de acordo com protocolos e metodologia de Kloss
et al. (2016), Matsumoto et al.(2009) e Gongalves e Lima (2016).

2.2.1 Detecgéo de Saponinas
A cada 2 mL de extrato foram adicionados 5,0 mL de agua fervendo. Apds
resfriamento, a solucdo foi agitada vigorosamente e deixada em repouso por 20 minutos.

A presenca de espumas na solugéo indica a presenca de saponinas.

2.2.2 Teste de Shinoda - Deteccéo de Flavonoides

A presente pesquisa baseia-se na modificacdo da estrutura do flavonoide na
presenca de acido. Dessa forma colocou-se em um tubo de ensaio 2,0 mL do extrato de
folha, talo e inflorescéncia, separadamente, e adicionou-se 2 gotas de acetato de chumbo

a 10%. A presenca de um precipitado corado indica a positividade da reacao.

2.2.3 Reacdo de Cloreto Férrico (Detec¢do de Taninos)

Foram adicionados 10 mL de agua destilada a 2,0 mL de extrato. Em seguida a
mistura foi filtrada e adicionou-se 2 gotas da solucédo de cloreto férrico a 10%. Coloragao
azul escura indica a presenca de taninos hidrolisaveis, enquanto que coloracao verde é

indicativo de taninos condensados.

2.2.4 Deteccdo de Cumarinas

Para a realizagdo desse teste foram adicionados 2,0 mL de extrato em um tubo de
ensaio, este foi tampado com papel filtro impregnado em solucéo 10% de NaOH e levado
a banho-maria a 100°C por 10 minutos. Em seguida removeu-se o papel de filtro e
examinou-se sob camara de luz ultravioleta (UV). A fluorescéncia amarela ou verde

indica a presenca de cumarinas.

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.11,

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA
Curitiba, v.21, n.11, p. 19660-19675. 2023.

ISSN: 1696-8352

Page 19664

p. 19660-19675. 2023..



OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

2.2.5 Reacéo de Salkowski (Detecgdo de Triterpenos)

A 1 mL de extrato foram adicionados 2,5 mL de cloroférmio, em seguida essa
solucdo foi filtrada e transferida para um tudo de ensaio e adicionado o reagente de
Salkowski. A mudanca de coloragédo ocorre de acordo com a natureza da substancia: cor

estavel azul, violeta ou vermelho é indicativo de triterpenos na solug&o.

2.2.6 Detecgéo de Alcaloides

A cada 2mL de extrato adicionou-se 2mL de &cido cloridrico (10%), as misturas
foram aquecidas em banho-maria a 50°C por 10 minutos. Apds o resfriamento pipetou-se
1,3 pl das solucBes em um tubo de ensaio, separadamente, e com o auxilio de uma pipeta
Pasteur adicionou-se oito gotas do Reativo de Dragendorff, a formacéo de precipitado de

coloracdo laranja a vermelho indica a presenca de alcaloides.

2.2.7 Detecgdo de Compostos Fendlicos
Para a realizacdo desse teste 5 gotas de cada extrato alcoolico foram adicionadas
em placas de toque com 5 gotas de cloreto férrico. O teste apresenta resultado positivo

para compostos fenolicos com o surgimento de coloracédo verde.

2.2.8 Detecgdo de Antracnonona
Em 100mg de pé do material vegetal foram adicionados 5mL de cloroférmio, a
solucéo foi filtrada. Em seguida adicionou-se 2mL do filtrado com 2mL de NH4OH

(10%). Uma cor rosa brilhante confirma a presenga de Antracnona.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise fitoquimica foi realizada através de testes colorimétricos para
identificacdo qualitativa, que determinam a presenca ou auséncia de classes de
metabdlitos a partir dos extratos brutos de folhas, talos e inflorescéncias da espécie P.
permucronatum, conforme técnicas para: saponinas, flavonoides, taninos, cumarinas,

triterpenos, alcaldides, compostos fendlicos e antraquinonas.
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Observa-se que nos extratos brutos preparados a partir das folhas da planta, foi
possivel identificar a presenca de quatro diferentes classes de metabolitos secundarios:

taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides e compostos fenolicos (tabela 1).

Tabela 1: Triagem fitoquimica para os extratos de folhas de P.permucronatum

Classe de metabdlito analisada Extrato bruto das folhas Coloracao
Saponinas - Sem espuma
Flavonoides - -
Taninos hidrolisaveis + Azul

Taninos condensados - -

Cumarinas + Verde

Triterpenos - -

Alcaloides + Laranja
Compostos fendlicos + Verde
Antracnona = -

1313

Nota: “+” representa uma classe de metabolito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.
representa uma classe de metabdlito ausente no extrato de acordo com os testes realizados. Fonte Autores
(2023).

Ja nos extratos preparados a partir dos talos da espécie P. permucronatum foi
possivel identificar a presenca de um nimero maior de metabdlitos secundarios, sendo
eles: flavonoides, taninos condensados, cumarinas, triterpenos e alcaloides, como descrito

na Tabela 2.

Tabela 2: Triagem fitoquimica para os extratos de talos de P.permucronatum

Classe de metabolito analisada Extrato bruto dos talos Coloracgao
Saponinas - Sem espuma
Flavonoides + Laranja

Taninos hidrolisaveis - e

Taninos condensados + Verde

Cumarinas + Verde
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Triterpenos + Violeta

Alcaloides + Laranja

Compostos fenolicos - -

Antracnona - -

13313

Nota: “+” representa uma classe de metabolito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.
representa uma classe de metabdlito ausente no extrato de acordo com os testes realizados. Fonte Autores
(2023).

A triagem fitoquimica realizada com os extratos das inflorescéncias da planta
também identificou a presenca de cinco classes de metabdlitos secundarios: taninos

condensados, cumarinas, triterpenos, alcaloides e compostos fendlicos (tabela 3).

Tabela 3: Triagem fitoguimica para os extratos de inflorescéncias de P.permucronatum

Extrato bruto das inflorescén-

Classe de metabolito analisada cias Coloragao

Saponinas - Sem espuma
Flavonoides - -

Taninos hidrolisaveis = -

Taninos condensados + Verde
Cumarinas + Verde
Triterpenos + Violeta
Alcaloides + Laranja

Compostos fendlicos + Verde

Antracnona - -

313

Nota: “+” representa uma classe de metabolito presente no extrato, de acordo com os testes realizados.
representa uma classe de metabdlito ausente no extrato de acordo com os testes realizados. Fonte Autores
(2023).

Os resultados obtidos permitem observar que a espécie P. permucronatum possui
em sua composicdo uma especificidade de compostos quimicos distintos para cada parte
de planta estudada, o que corrobora com Facundo et al. (2008) que relatou a diferenca de
constituintes e de suas concentracdes ao estudarem talos e frutos de Piper hispidum e
Piper tuberculatum.
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Observa-se que ao realizar o teste para detectar saponinas, apds agitagéo,
aquecimento e resfriamento ndo foi possivel observar a formagao de espuma em nenhum
dos extratos de P. permucronatum, como apresentado nas tabelas. Assim como a classe
de metabdlito denominado antraquinona, que também n&o foi identificada em nenhum
dos extratos estudados (Tabelas 1, 2 e 3).

Os testes a fim de investigar a presenca de Flavonoides, por meio do teste de
Shinoda, indicaram a presenca dessa classe de metabdlito apenas nos extratos de talos da
planta (mudanca de cor) (tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos por Kloss et al
(2016) ao detectarem a presenca de flavonoides nos extratos dos talos de Piper
umbellatum e a auséncia deste composto nos extratos de suas inflorescéncias.

Os flavonoides s&o descritos por apresentarem efeitos antimicrobianos, antivirais,
citotoxico, antioxidante, antihepatotoxico, antihipertensivo, antiinflamatorio,
antiulcerogénico e antiplaquetario (Machado et al. 2008). Essa classe de metabdlitos pode
estar associada ao potencial bactericida dos extratos de talos de P. permucronatum no
controle das bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum e Xanthomonas
axonopodis patovar vesicatoria descrita nos estudos de Bastos (2018).

Os testes de reacdo de cloreto férrico para identificar Taninos resultaram na
presenca desse composto nos extratos das 3 partes da planta P. permucronatum, sendo
que no extrato de folha foram detectados Taninos hidrolisaveis (caracterizado pela
coloracdo azul escura) (tabela 1), j& nos extratos de talos e inflorescéncias foram
identificados Taninos condensados (caracterizado pela coloragéo verde) (Tabela 2 e 3).

Tanto os taninos condensados e hidrolisados sdo descritos na literatura por
apresentarem potencial controle a microrganismos (Monteiro et al. 2005). A divisédo dos
taninos ocorre de acordo com sua estrutura quimica, os taninos hidrolisaveis possuem em
sua composi¢do mondmeros de &cido galico ou acido elégico, ja os taninos condensados
sdo formados pela polimerizacdo de unidades de catequina (Paiva et al. 2002).

Com o teste de Salkowiski foi possivel identificar a mudanca de coloracdo nos
extratos provenientes dos talos e inflorescéncias de P. permucronatum, o que indica a
presenca de Triterpenos na composicao destes (tabelas 2 e 3), o que ndo foi observado no
extrato preparado com as folhas da planta (tabela 1). O mesmo foi analisado no estudo de

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.11,

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA
Curitiba, v.21, n.11, p. 19660-19675. 2023.

ISSN: 1696-8352

Page 19668

p. 19660-19675. 2023..



OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

Freire et al (2022) ao avaliarem e identificarem a presenca de triterpenos nos extratos de
talos e inflorescéncias de Piper tuberculatum e Piper hispidum e a auséncia deste
metabolito nos extratos preparados a partir das folhas dessas espécies, o que pode ser uma
caracteristica do género Piper.

Os triterpenos sdo importantes moléculas que devido a sua complexidade estdo
fora do alcance da sintese quimica, e que formam um dos grupos mais numerosos e
diversos de produtos naturais vegetais (Thimmappa et al. 2014). A atividade
antimicrobiana dos triterpenos foi descrita por Smania (2003) ao avaliar e constatar a
capacidade deste no controle de fungos e bactérias, o que pode indicar o potencial de
espécies vegetais que possuem em sua composicao essa classe de metabdlitos, o que foi
identificado em especies do género Piper.

O teste para deteccdo de compostos fenolicos indicou a presenca deste nos extratos
de folhas e inflorescéncias de P. permucronatum caracterizada pelo surgimento da
coloracdo verde ao contato com o cloreto férrico (tabelas 1 e 3). J& nos extratos de talos
dessa planta foi constatada a auséncia dessa classe de metabdlito, uma vez que nédo
ocorreu a mudanca de cor (tabela 2).

Silva et al. (2010) apontam beneficios a saide humana a partir dos compostos
fendlicos, sendo sua capacidade relacionada a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e
acao de radicais livres no organismo. Esse estudo aponta a capacidade promissora de
espécies pertencentes do género Piper, visto que a presenca de compostos fendlicos
também foi descrita em folhas, talos e inflorescéncias de Piper mollicomum Aubl.
(Almeida et al. 2019), assim como nas folhas e inflorescéncias de P. permucronatum.

A triagem fotoquimica identificou a presenca de Cumarinas nos extratos brutos
de folhas, talos e inflorescéncias de P. permucronatum, por meio da fluorescéncia de cor
verde. As cumarinas apresentam ampla atividade bioldgica como agente anticoagulante,
antioxidante, antiviral, antidiabético, antibacteriano e antifungico (Franco et al. 2021).

A atividade fungicida da classe do metabdlito secundario foi observada por Sousa
et al. (2018) na inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno Colletotrichum musae
frente a cumarina isolada de 6leos de cumaru (Dipteryx odorata). J& Souza et al. (2005)

destacou o potencial de isolados de cumarinas no controle de bactérias Gram-positivas e
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Gram-negativas, o que reforca o potencial destas no controle de microorganismos, assim
como o potencial das espécies que compdem em sua composicao esse metabolito.

A classe de metabolito dos alcaloides também foi identificada nos extratos
estudados, nos quais em contato com o reagente de Dragendorff foi possivel detectar a
formacéo de precipitado de cor laranja nos extratos de folhas, talos e inflorescéncia de P.
permucronatum, o que caracteriza sua presenca. Os alcaloides s&o compostos organicos
ciclicos que contem nitrogénio em estado de oxidacdo negativa, com estrutura variada
(Pelletier, 2001).

Existem aproximadamente 5.500 alcaloides descritos atualmente, a classe esta
estre os compostos de maior interesse econdmico e medicinal por apresentarem
substancias altamente eficientes e com potencial microbicida (Roy, 2017). Produzidos
por uma variedade de seres vivos, como plantas, bactérias e animais, os alcaloides tem
sido utilizados na medicina desde a antiguidade, apresentando potencial antimalarico,
antitumorais, antiasmaticos e antibacteriano (Barbieri et al. 2017). Leyva-Acuna et al.
(2021) também evidenciaram a atividade fungicida de alcaloides isolados do extrato de
uma variedade de planta na inibigdo do crescimento do fungo Aspergillus parasiticus.

A presenca de cumarinas e alcaloides nos extratos de folhas, talos e
inflorescéncias de P. permucronatum pode indicar uma caracteristica especifica do
género Piper, uma vez que Gongalves e Lima (2016) ao realizarem a triagem fitoquimica
dos extratos de folhas e inflorescéncia de P. tuberculatum detectaram a presenca de
cumarinas e alcaloides em ambos os extratos. Esses metabolitos também foram
identificados em extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. mollicomum (Almeida et
al. 2019) e P. hispidum (Freire et al. 2022).

Os compostos identificados nos extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P.
permucronatum se relacionam ao potencial bioldgico da espécie que vem sendo descrito
na literatura por sua capacidade inseticida (Porto et al. 2017), fungicida (Bastos et al.
2018), bactericida (Bastos, 2018), nematicida e ovicida (Sangi et al. 2018), o que enfatiza

a importancia da composic¢éo fitoquimica da espécie.
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4 CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos realizados com os extratos de folhas, talos e inflorescéncias
de P. permucrontaum indicam a diferenca na composi¢do de metabolitos secundarios nas
diferentes partes da planta, sendo que somente as classes das cumarinas e alcaloides foram
identificadas no trés extrato.

As classes de metabolitos secundarios identificados nos extratos de P.
permucronatum podem estar relacionados ao potencial bioldgico da espécie, sendo o

estudo uma importante andlise preliminar.
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