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RESUMO

MORAIS, VALDENIR PEREIRA. Extratos ativos de Piper aduncum L., sobre os
fungos Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Sacc. e Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill teste in vintro e in vivo em soja. 2023.
Dissertacdo apresentada ao Instituto Federal Educacdo Ciéncia e Tecnologia Goiano —
Campus Rio Verde — GO, como parte das exigéncias do Programa de Pds-Graduagdo em
Agroquimica para a obtencédo do titulo de Mestre em Agroquimica.

Agroquimicos a base de metabdlitos secundarios de plantas, como os extratos vegetais, sdo
uma alternativa para o controle de fungos de importancia agronémica, por serem menos
toxicos, biodegradaveis, mais seguros ao meio ambiente. A Piper aduncum é uma planta de
regibes tropicais pertencente a familia Piperaceae com importantes atividades bioldgicas
contra insetos, bactérias e fungos. Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar a
atividade antifangica de extratos hexanicos das folhas e inflorescéncia de Piper aduncum
sobre os fungos agricolas Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e
Rhizopus stolonifer, determinar a composi¢do quimica dos extratos e testar a atividade
fangicida na cultura da soja. Os compostos majoritarios identificados no extrato hexanico
das folhas foram: germacreno B (33.1%), valenceno (14.5%), B-cadineno (9.1%), a-
humuleno (8.1%) e B-cubebeno (6.5%). No extrato da inflorescéncias 0os compostos
predominantes foram: viridiflorol (20.5%), espatulenol (15.2%), germacreno B (9.7%), a-
cubebeno (8.2%) e valenceno (6.4%). A atividade antifungica in vitro demonstrou que o
extrato hexanico das flores apresentou maior atividade antifingica com os fungos
estudados. Nos teste in vivo com as concentragcdes mais ativas pode-se concluir que a Piper
aduncum em especial o extrato das inflorescéncias, tem potencial para utilizacdo no manejo
integrado de doencas na soja, reduzindo a severidade da doenca mofo branco,

provavelmente se tiverem seus compostos majoritarios isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos Naturais, Metab6litos Secundarios, Fitoquimica,

Fitopatogeno.
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ABSTRACT

MORALS, VALDENIR PEREIRA. Active extracts of Piper aduncum L., on the fungi
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. and
Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill test in vitro and in vivo in soybean. 2023.
Dissertation presented to the Federal Institute of Education Science and Technology
Goiano — Campus Rio Verde — GO, as part of the requirements of the Graduate Program

in Agrochemistry to obtain the title of Master in Agrochemistry.

Agrochemicals based on secondary plant metabolites, such as plant extracts, are an
alternative for controlling fungi of agronomic importance, as they are less toxic,
biodegradable, and safer for the environment. Piper aduncum is a tropical plant belonging
to the Piperaceae family with important biological activities against insects, bacteria and
fungi. In this context, the objective of this work was to evaluate the antifungal activity of
hexane extracts from the leaves and influorescences of Piper aduncum on the agricultural
fungi Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus stolonifer, to
determine the chemical composition of the extracts and to test the fungal activity in the
culture of soy. The major compounds identified in the hexane leaf extract were: germacrene
B (33.1%), valencene (14.5%), B-cadinene (9.1%), a-humulene (8.1%) and B-cubebene
(6.5%). In the inflorescence extract the predominant compounds were: viridiflorol
(20.5%), spathulenol (15.2%), germacrene B (9.7%), a-cubebene (8.2%) and valencene
(6.4%). The in vitro antifungal activity demonstrated that the hexane extract of the flowers
showed greater antifungal activity with the studied fungi. In vivo tests with the most active
concentrations, it can be concluded that Piper aduncum, in particular the extract of the
inflorescences, has potential for use in the integrated management of diseases in soybeans,
reducing the severity of the white mold disease, probably if its major compounds are

isolated.

KEYWORDS: Natural Products, Secondary Metabolites, Phytochemistry, Phytopathogen



1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de quimicos sintéticos na agricultura levam a poluicao
ambiental, acimulo de xenobidticos e toxidade para organismos ndo-alvo. Gerando
preocupacdo no meio cientifico que tem buscado alternativas mais seguras e viaveis.
Agroquimicos a base de plantas podem ser menos toxicos, biodegradaveis, mais seguros
ao meio ambiente e com capacidade de proteger culturas do ataque de patégenos (LIMA,
et al., 2020). Agroquimicos estes alternativos como os 06leos essenciais e 0s extratos
botanicos.

Extratos vegetais e Gleos essenciais sdo produtos naturais extraidos de plantas
com propriedades variadas, decorrentes do metabolismo secundéario (CARDOSO et al.,
2022). Muitos deles ndo sdo toxicos para a satde humana e ao meio ambiente (DIAZ-
TIELAS et al., 2016), logo, tém se tornado uma alternativa para os diversos produtos
sintéticos com amesma funcdo. Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para
explorar a composicdo quimica, a eficiéncia e a aplicabilidade destes produtos. Sob essa
perspectiva, a planta Piper aduncum L., se enquadra como uma planta com importantes
propriedades quimicas e bioldgicas a serem estudadas.

A Piper aduncum que tem como nomes populares pimenta-de-macaco, pimenta-
de-fruto-ganchoso e tapa buraco, é uma planta nativa de zonas tropicais, sendo encontrada
nos biomas Amazonia, Bioma Cerrado e Pampa, pertencente a familia das Piperaceaes.
Investigacdes sobre espécies de Piper resultaram no isolamento de varios agentes
compostos quimicos, como: alcal6ides, amidas, propenilfendis, ligninas, neolignanas,
terpenos, esteroides, piperolideos, chalconas, diidrocalconas, flavonas e flavanonas, com
diferentes atividades bioldgicas (PARMAR, et al., 1997; ARROYO et al., 2022). Efeitos
farmacoldgicos de extratos de P. aduncum (etandlico e metandlico) e seus Gleos
essenciais foram demonstrados, incluindo atividades antileishmania, antibacteriana,
citotoxica e antifingica (VALADARES et al., 2018; SALEHI et al., 2019).

Sob esse Viés, existem perspetivas promissoras para o controle de fungos de
amplo espectro agricola como Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc., e Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill., utilizando
extratos vegetais dessa planta, principalmente em relacdo a custos econdmicos e impacto
ambiental.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, é o causador do mofo branco na soja, que pode

afetar 100% da producéo de culturas de importancia econémica no pais, como hortalicas



e cucurbitaceas (abobora, melancia e meldo). Além disso esse patdgeno é considerado o
segundo mais agressivo na cultura da soja e pode permanecer viavel no solo por periodos
superior a oito anos (MARAFIGO et al., 2022), dificultando o seu controle, mesmo por

agentes quimicos industrializados.

O Colletotrichum gloeosporioide é 0 agente causador da antracnose, doenca pés-
colheita, que provoca a perda da qualidade dos frutos em geral, com lesdes de ferrugem
(WEl etal., 2017) em culturas como citros (liméo e laranja), solanaceaes (pimenta, tomate
e batata) além de cucurbitaceaes. O controle da doenga, depende do uso de fungicidas
sintéticos, porém, a utilizacdo desses produtos gera preocupacdo devido aos efeitos
indutores de resisténcia em fungos patogénicos e o impacto ambiental que pode ser gerado
(OLIVEIRA et al., 2017).

Ja o Rhizopus stolonifer, ¢ um fungo cosmopolita, encontrados no solo, frutas e
vegetais. Este € responsavel pela podriddo mole em pos-colheita, causando prejuizos a
varias culturas como batata, mamao, cenoura, meldo e pepino, gerando grandes perdas
desses produtos agricolas durante o armazenamento, transporte e comercializacdo
(OLIVEIRA et al., 2019). As doencas causadas por fitopatdgenos em pos-colheita séo
responsaveis por 90% das perdas de frutas e hortalicas destacando as infe¢bes fungicas
causadas pelo Rhizopus.

A aplicacdo de quimicos sintéticos nos pomares e hortas, ou durante o
beneficiamento dos frutos, ainda é o0 método mais utilizado para o controle da maioria das
doencas fungicas, que geram gastos e podem causar problemas de saude a grandes e
pequenos produtores em todo pais. Pesquisadores tém procurado substituir produtos
sintéticos por produtos naturais, pois extratos e 6éleos essenciais de plantas possuem
compostos com propriedades fungicidas e/ou fungitdxicas em sua composi¢do
(ZACCARDELLI et al., 2020; KHANZADA et al., 2021).

O uso da Piper aduncum entra como uma alternativa interessante e viavel para
muitas regides do pais. Diante do exposto, a presente proposta teve como objetivo
identificar compostos quimicos presentes no extrato hexanico das folhas e inflorescéncias

de P. aduncum testar a atividade antifingica em fungos agricolas e in vivo na cultura da soja.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Metabolitos secundarios
Os produtos do metabolismo vegetal desempenham importantes funcoes

ecoldgicas tanto na evolucéo das plantas quanto e na interagdo com outros organismos. Estes



produtos podem ser classificados em metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os
metabolitos primarios sdo complexos de substancias comuns em todas as plantas que estdo
envolvidos diretamente no crescimento e desenvolvimento vegetal (AMORIM et al., 2020),
como por exemplos aglcares, amino&cidos, acidos graxos, lipideos e nucleotideos.

Ja os metabolitos secundarios (ou especializados), desempenham importantes
papéis na defesa e adaptacdo das plantas. Os metabdlitos secundarios séo divididos em trés
grupos: compostos fendlicos, compostos nitrogenados e terpenos. (AMORIM, 2020)

Os compostos fendlicos sdo substancias que apresentam o grupo fenol, com
hidroxila funcional em um anel aromatico. Os compostos fendlicos vegetais constituem
um grupo quimicamente heterogéneo, com cerca de 10 mil compostos. Alguns deles séo
sollveis apenas em solventes organicos, outros sdo &cidos carboxilicos, glicosideos
soltveis em agua e ha fendis que sdo grandes polimeros insoltveis (DE OLIVEIRA, 2023).
Alguns compostos fendlicos como taninos, antocianinas, lignina, isoflavonas, flavonas e
flavonoides previnem herbivoria e patdgenos nas plantas (AMORIM et al., 2020). Plantas
como Piper aduncum por exemplo possuem esses grupos de metabolitos (VALADARES
et al., 2018), que tem como funcdo a atracdo de polinizadores e possuindo efeitos
inibitérios de fungos (SANTOS et al., 2022).

Compostos nitrogenados, possuem nitrogénio (N) em sua estrutura, nesse grupo
estdo incluidos alcaloides, glicosideos cianogénicos e aminoacidos ndo protéicos. Sao
usados como farmacos em mamiferos (AMORIM et al.,, 2020). Dos compostos
nitrogenados, os mais famosos sdo os alcaldides, que sdo compostos de baixa massa
molecular, encontrados em aproximadamente 20% das plantas vasculares. Esses compostos,
possuem funcdes bioldgicas diversificadas, atuam especialmente na protecdo das plantas
contra a herbivoria e possuem efeitos toxicos ao homem e propriedades medicinais (DE
OLIVEIRA, 2023).

Os terpenos ou terpenoides, sdo hidrocarbonetos naturais produzidos pelas plantas,
constituem a maior e mais complexa classe de produtos naturais, com cerca de 55.000
moléculas descobertas (AMORIM et al., 2020). S&o agregados em grupos segundo o
tamanho da cadeia de moléculas que os compdem. Cada uma de suas moléculas é formada
por uma combinacgdo de cinco 4tomos de carbono ligados a oito 4&tomos de hidrogénio
(C5H8), numa estrutura denominada isopreno (GEEN POWER, 2023). Entre eles destacam-
se 0s hemiterpenos (C-5), monoterpenos (C-10), sesquiterpenos (C-15), diterpenos (C-20),
sesterpenos (C-25), triterpenos (C-30), tetraterpenos (C-40) e politerpenos (> C-40) (BROCK e
DICKSCHAT, 2013). Estes compostos sdo encontrados em caules, folhas, flores, frutos e



raizes de vegetais, sendo compostos aromatizantes (SOUZA et al., 2023) sendo usados
como intermediarios na polinizacdo e na protecdo dos vegetais. Esses compostos estdo
entre os mais relatados no combate a insetos. O limoneno é um terpeno, e 0 mais abundante
na natureza que provém de variedades citricas (FOREZI et al., 2021; LEGNAIOLI, 2022).

A exploracdo da atividade de compostos do metabolismo secundario de plantas
tem se tornado uma alternativa interessante no controle de doencas agricolas (KHANZADA
et al., 2021), com potencial ecologico, substituindo assim emprego de quimicos sintéticos,
através do uso de metabdlitos de plantas como no caso dos 6leos essenciais (OE) e extratos
vegetais (EV), uma vez que, dependendo da espécie, apresentam, em sua composic¢ao,
substancias com propriedades inseticidas, antibacterianas e fungicidas.

2.2. Extratos vegetais

. Segundo a Resolucédo da Diretoria Colegiada - RDC N° 725/2022 — Regulamento
técnico sobre aditivos e aromatizantes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2022): “Extratos sdo produtos obtidos por esgotamento, a frio ou a quente, a
partir de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana com solventes permitidos.
Devem conter os principios aromaticos, volateis e fixos correspondentes ao respectivo
produto natural. Podem apresentar-se como: extratos liquidos: obtidos sem a eliminacgéo do
solvente ou eliminando-o de forma parcial; e extratos secos: obtidos com a eliminacdo do
solvente.”

Logo, 0s extratos vegetais consistem em prepara¢fes concentradas, que podem ser
obtidos das diversas partes das plantas, como folhas, raizes, flores e frutos. Podem possuir
consisténcia solida, liquida, ou viscosa (GEA, 2023) e cores geralmente amarronzadas ou
escurecidas. Caracteristicas que, dependem da espécie de planta, do érgédo vegetal do qual
se produz o extrato e principalmente dos tipos de compostos extraidos.

Os extratos vegetais (EVS) sdo compostos botanicos fotodegradaveis,
constituidos por uma infinidade de substancias ativas provenientes da fotoassimilicdo das
plantas como terpenos, compostos fenolicos, compostos nitrogenados que sdo produzidos
objetivando a protecdo da planta contra estresses abioticos e bidticos (AMORIM, 2020).
Nesse sentido, os EVs consistem em uma mistura complexa de substancias com usos
promissores, sobretudo na &rea agricola no combate a doencas e pragas de dificel controle
(CARDOSO et al., 2022).

De acordo com (Soares et al., (2020) técnica de preparacdo de extratos sélido-

liquido é uma parte crucial na quimica de produtos naturais, haja visto, que 0s extratos
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fornecerdo os compostos que serdo a base do estudo, tornando o isolamento de substancias
mais facil. As substancias separadas terdo afinidade com o solvente utilizado. Essas
substancias, podem ser extraidas por solventes simples como a agua ou alcool, ou por
extratores mais especificos como metanol, acetado de etila, hexano, etc. A extracdo dos
compostos quimicos precisa ser adequada aos metabolitos deseja extrair. Nesse sentido, o
solvente desempenha a funcdo mais importante na extracdo, haja visto que, quanto mais
seletivo o solvente, mais direcionada sera a obtencdo das substancias desejadas (SOUSA
etal., 2022).

EVs hidroalcoolicos, por exemplo, também chamados de extratos herbais, séo
capazes de retirar das partes vegetais de interesse como cascas e folhas substancias mais
polares como taninos. Extratos obtidos com acetato de etila, extraem compostos de média
polaridade como flavondides e compostos fenolicos. Os EV hexanicos por sua vez, sao
capazes de extrair compostos apolares como terpenoides, esteroides, acidos fendlicos.
Contudo, isso ndo impede que compostos com outras polaridades sejam separados por
quelacéo e arraste no extrato.

A aplicabilidade dos EVs, se ddo em diversos nichos de mercado como o cosmético
(MENDONCA, ALVES, DOS SANTOS, 2023), o famacéutico e o alimenticio (KRANS E
KUBALA 2020). De acordo com Souza (2022), o mercado de extratos vegetais €
relativamente novo no Brasil, porém nos Estados Unidos e na Europa a substitui¢do do leite,
animal, por exemplo, por opg¢des a bebidas a base de extratos de plantas como soja, aveia,
arroz, améndoas, coco é consolidada (MENEZES, 2020).

O uso de EVs na agricultura como agroquimico, também faz-se interessante e
vidvel, uma vez que, possuem menor toxicidade para os seres humanos e ao meio ambiente
quando comparados com produtos fitossanitarios sintéticos (PARREIRA, et al. 2018; LIMA,
et al. 2020). Porém, apesar dos beneficios declarados, o uso de plantas apresentam algumas
desvantagens, principalmente no que tange a escassez de dados relacionados a
fitotoxicidade, a persisténcia e aos efeitos sobre organismos benéficos (MENEZES, 2005).
Haja visto que os EVs possuem muitas substancias ativas comprovadamente eficazes que
podem ser isoladas e utilizadas como pesticidas ou podem servir como protétipo para sintese
guimica no desenvolvimento de novas classes de pesticidas (CARDOSO et al., 2022).
Ademais, outro desafio no uso de EV é o desenvolvimento de formulagdes capazes de manter
0s ingredientes ativos por mais tempo, haja visto que, como 0s EVs possuem moléculas
orgénicas que tendem a serem mais sensiveis a degradacdo, transformadas em moléculas

mais simples, perdendo sua atividade e seu potencial de uso. Logo, estudos e testes com



plantas com potencial pesticida é parte crucial para a descoberta de compostos e

desenvolvimento de novos produtos

2.3. Piper aduncum L.

A Piper aduncum (Linnaeus, 1753 - Figura 1) popularmente chamada de pimenta-
de-macaco, pimenta-longa, aperta-rudo, matico, erva de jaboti, jaborandi-do-mato, é planta
nativa de &reas tropicais, pertencente a familia das Pipereraceae. Essa familia compreende
cerca de 3.600 espécies que se distribuem em regides tropicais e subtropicais nos
hemisférios norte e sul. Inclui plantas herbaceas, arbustos e (menos frequentemente)
arvores, distribuidas em oito géneros. (MONZOTE et al., 2017). O género Piper é 0 mais

amplamente representado com cerca de 2000 espécies (GUTIERREZ et al., 2016).

Figura 1: Foto da Piper aduncum (Fonte: Proprio Autor)

Segundo Guimardes (2023) pode-se encontrar essa planta em todos os biomas
brasileiros como o Cerrado, a Amazbnia e os Pampas. Desde locais como areas
antropisadas até florestas densas. Ela se desenvolve como arvoretas eretas ou arbustos de
até 3 m de altura, ramos sem saliéncias, com entrenos variando de 4,9 a 7,7 cm (GISD,
2021; GUIMARAES 2023). Outras caracteristicas botanicas sdo: folhas simples,
alternadas, opostas ou verticiladas, com margens inteiras e odor tipico. As inflorescéncias
sdo espigas ou racemos, solitarias ou ndo, axilares, terminais, curvada oposta a folha em
um pedinculo de 12-17 cm, branco a amarelo palido. Suas flores sdo amontoadas em
fileiras transversais regulares, sdo abundantes, mindsculas, bissexuais ou unissexuais,

clamidias e bracteadas com bracteas peltadas. Cada flor é formada por 2-6 estames livres



com anteras rimosas; tem 1-4 estigmas, sésseis ou com pistilo, ovario superior, séssil ou
pedicelado, uniloculares e com 6vulo basal. Os frutos sdo drupas em formato de espiga
(POTZERNHEIM et al. 2006; GUIMARAES, 2023). As sementes marrons a pretas, de
0,7 mm a 1,25 mm de comprimento, sdo comprimidas, com superficie reticulada. (GISD,
2021).

A P. aduncum tem demonstrado resultados promissores em diversas pesquisas
cientificas nas areas farmacoldgica e agricola, tanto no uso de seus 6leos essenciais como
0s seus extratos botanicos. Além de suas propriedades quimicas e biologicas, um importante
fator que torna os estudos com a P. aduncum, serem significativos é sua disponibilidade. E
uma planta sustentavel, uma vez que seus OEs e EVs sdo obtidos através de suas partes
aéreas, sendo que esta espécie possui alta capacidade de rebrota, logo, varios cortes podem
ser realizados ao longo de um ano.

O ciclo vegetativo da P. aduncum é relativamente curto, possuindo tolerancia a
solos com alto pH e de baixa fertilidade, facil propagacdo e grande capacidade de
adaptacdo a ambientes diversos (GILIOLI, 2022), com potencial de uso na recomposi¢édo
de areas degradadas (LIMA, 2015). Tais caracteristicas facilitam a domesticacdo e o
cultivo da P. aduncum sendo uma alternativa viavel para a geragdo de renda (GILIOLI,
2022), pois essa planta apresenta um alto teor de metabdlicos secundérios em relagdo a
outras espécies aromaticas, sendo uma espécie com potencial para ser utilizada como fonte
de metabolitos para produtos de diversos setores, que até agora nao foi utilizada
(HERRERA, 2022).

2.4. Atividades biologicas de Piper aduncum L.

Por suas propriedades variadas, a P. aduncum tem sido utilizada na medicina
popular, no tratamento de diversos distdrbios, como asma, bronquite, tosse, dor abdominal,
diarreia e reumatismo (SANTOS et al., 2021), sendo uma espécie com grandes potenciais a
serem explorados (MORAIS et al., 2023).

EVs organicos das folhas dessa planta apresentaram atividades antibacteriana,
moluscicida e citotoxica, que é associado a presenca de derivados acido benzoico e
dihidrochalconas (ORJALA et al., 1993). Suas atividades antimicrobianas, estio
relacionadas aos principios ativos das folhas que contém alcaloides, triterpenos, esteroides,
flavonoides, fendis, taninos, saponinas, agucares redutores, quinonas, compostos graxos,
cumarinas, resinas além de outros metabdlitos secundarios como: bioativos, como dilapiol,

linalol, nerolidol, amidas, propenilfenais, lignanas, piperolideos, chalconas, diidrocalconas,



flavonas e flavanonas (VASQUEZ et al.,2015; VALADARES et al., 2018). Estudos
fitoquimicos revelaram uma grande diversidade de metabdlitos secundarios, com acao
antifungica em plantas do género Piper (REIGADA et al., 2007; JOHNNY et al., 2011).
Contudo, cada planta possui sua singularidade no que diz respeito a quantidade desses
metabolitos, por conta de fatores bioticos e abioticos decorrentes do ambiente no qual a
planta vive (NOZELLA, et al., 2022).
Experimentos confirmam as atividades biologicas de compostos secundarios de
P. aduncum como extratos vegetais e 0leos esséncias na area agricola. Extratos botanicos
hexanicos, acetato de etila e etanol foram extraidos das folhas da P. aduncum e testados
contra insetos, apresentando atividades favoraveis (LUCENA et al., 2017). Atividade
antifungica com uso dessa planta foi registrada contra Crinipellis perniciosa, o agente
causador da doenga do cacau, a vassoura-de-bruxa, além de fungos patogénicos de trigo,
cebola, repolho, banana e outros (POHLIT et al., 2006). Ademais, outros autores
realizaram ensaios bioldgicos avaliando o potencial antifingico da P. Aduncum (Quadro
1).

Quadro 1: Atividades bioldgicas P. aduncum contra diferentes fungos comprovadas

através de estudos cientificos em laboratérios.

Atividade antifungica de compostos secundarios de Piper aduncum

Organismo Atividade Referéncia

Aspergillus flavus Extrato alcodlico LENTZetal., 1998

Crinipellis perniciosa | Oleo essencial MAIA et al., 1998

Aspergillus fumigatus | Extrato alcodlico LENTZ etal., 1998

LENTZ etal., 1998; OKUNADE
etal., 1997;
CACERES etal., 1991

Candida albicans Extrato alcodlico

Colletotrichum musae | Oleo essencial BASTOS; ALBUQUERQUE,

2004

Cryptococcus Extrato alcodlico LENTZ etal., 1998; OKUNADE

neoformans

etal., 1997

Penicillium oxalicum

Extrato de éter de petrdleo

ORJALA etal., 1993

Saccharomyces
cerevisiae

Extrato alcodlico

LENTZ etal., 1998; BALDOQUI
etal., 1999

Trichophyton

Extrato alcodlico

LENTZ etal., 1998




mentagrophytes | |

(POHLIT et al., 2006) — ADAPTADO.

A Piper Aduncum L., pode ser considerada fonte de metabolicos com potencial de
combater agentes infecciosos de carater farmacoldgico e agricola (MORAIS et al., 2023).
Sob o vies, agricola, a preocupacao do publico com a polui¢do ambiental e a incapacidade
de controlar doencas fungicas, devido ao desenvolvimento de patdgenos resistentes a
fungicidas estd levando cientistas ao rapido desenvolvimento de alternativas eficazes e
economicamente viaveis no controle dessas doengas com o uso de produtos naturais. As
atividades antifungicas da P. Aduncum se devem a gama de compostos presentes em seus
OEs e EVs. Conguanto, é importante ressaltar que diferentes extratos, com diferentes partes
vegetais, apresentam diferencas quanto a acdo sobre diferentes fungos (VILAMIL et al.,
2022). Nesse contexto, pesquisas constantes, na area de quimica e produtos naturais se
fazem necessarias. Estudiosos tém identificado e isolado compostos de P. Aduncum que

possuem essas atividades especificas no combate de fungos (Quadro 2).

Quadro 2: Compostos ativos isolados de folhas, frutos e galhos de Piper aduncum L., com

atividade antifungica em estudos cientificos.

Compostos ativos isolados de Piper aduncum L.

Composto Formula Estrutal Referéncia
Acido 3-(3’,7’-dimetil- LENTZ et al.,, 1998;
2’,6’-octa-dienil)-4-metoxi- OOH BALDOQUI et al.,
benzdico 1999
A X
OMe
Pseudo-dila-  piol  (2,3- NAIR; BURKE, 1990
metilenodiéxi-4,5- dimetoxi- |
alil-benzeno
<o
o OMe
OMe
Acido  4-met6xi-3,5-bis(3’- LENTZ etal., 1998;

OKUNADE et al.,

metil-2’-butenil)-benzoico 1997:
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OOH CACERES et al.,
1991
7 N
OMe
Acido nervogénico (4cido LENTZ etal., 1998;
A-hidroxi-3,5-bis(3-metil- oOH gg%NADE“m”
2-butenil) benzéico) CACERES et al.,
e 1991

Acido  2,2-dimetil-8-(3’-
metil-2’-butenil)-2H-

cromeno-6-carboxilico

LENTZ et al., 1998;
OKUNADE et al.,
1997;
CACERESetal.,
1991

2’,6’-dihidréxi-4’-metoxi-

diidrochalcona

LENTZ etal., 1998;
OKUNADE et al.,
1997;
CACERESetal.,
1991

27, 6 -dihidroxi-4”-metoxi-
chalcona;

LENTZ etal., 1998;
OKUNADE et al.,
1997;

CACERES et al,

1991

OH O
2,2- dimetil-8-(3’-metil-2’-
butenll)-ZH-cr(()meno-6- etal., 2002
carboxilato de metila o
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2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila

MORANDIM et al.,
2002

((5’aR*,6°S*,9’R*,9°aS*)-
1-[5°a,6°,7°,8°,9°,9’a-

hexaidro-3’,6’-diidroxi-1’-
metoxi-  6’-metil-9°-(1"-
metiletil)dibenzo[b,d]furan-

4’-il]-3-fenilpropan-1-ona);

MeO N

6]
8-hidroxi-2,2-dimetil-2H- MORANDIM et al.,
cromeno-6-carboxilato de 2002
metila MeO S

o)

OH

Adunctina E MORANDIM et al.,

2002

(POHLIT et al., 2006) — ADAPTADO.

Apesar do isolamento destes compostos com forte atividade biolégica, ndo ha

registros do desenvolvimento de agentes agricolas envolvendo essa espécie, uma area da

pesquisa cientifica a ser ainda explorada. Espera-se que 0s extratos de plantas sejam

potenciais substitutos para fungicidas sintéticos (KONG et al., 2019). Sob essa, 6ética

observa-se a importancia da expansdo de estudos com a P. aduncum.

2.5. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry ¢ um fungo de solo, pertencente a classe
Ascomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (MYCOBANK, 2023). E

considerado um patdgeno de plantas onivoro, destrutivo e inespecifico que acomete cerca
de 650 espécies de plantas (TELMA et al., 2022).
E o agente causador da doenca agricola conhecida como mofo branco (por

tipicamente identificado por seu micélio branco) ou podridao de sclerotinia, pode ser
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encontrado em regides temperadas, subtropicais e tropicais (SOUSA et al., 2021). Por ser
um fungo de amplo espectro (MEYER, 2022). Pode afetar a producéo de diversas culturas
de importancia econdémica no pais. Desde culturas de campo, frutiferas até plantas
ornamentais, arvores, arbustos e inimeras ervas daninhas. Sendo considerada uma doenga
de dificil controle.

Outra caracteristica importante desse fungo é a formacdo de esclerddios,
estruturas de resisténcia, formadas em condigdes limitadas de nutrientes (MARQUES et
al., 2014), com formatos ovais ou arredondados, formadas de melanina, construindo
estruturas duras e enegrecidas (MEYER, 2022), permitindo que esse patdgeno possa
permanecer viavel no solo por até 8 anos (MARAFIGO et al., 2022), dificultando seu
controle, mesmo com agentes quimicos industrializados. Quando em condicdes
favoraveis, como baixas temperaturas, altas umidades e hospedeiros suscetiveis, essa
estrutura de resisténcia e propagacéo pode germinar (BOLTON et al. 2006; GORGEN et
al. 2009).

Contudo, a principal cultura de interesse econdmico atingida por esse organismo
no pais, € a soja, que pode ser infectada, levando e morte de até 100% das lavouras quando
atacada pelo fungo. O primeiro relato desta doenca no Brasil foi no Estado do Parana em
1975, no qual 70% das plantas de soja estavam infectadas em campos destinados a producéo
de sementes (FERREIRA et al. 1981). E considerado a segunda doenca mais importante
para a cultura da soja, atras apenas da ferrugem asiatica (MEYER et al., 2015; MACHADO,
2017). Sua distribuicdo abrange 95 paises e quase todos os continentes, incluindo Africa,
Asia, Australia, Europa, América do Norte e América do Sul.

Podem infectar frutos, folhas e flores, o mesmo leva ao anelameto da haste
causando o rompimento do xilema e floema (WILLBUR et al., 2019), matando a planta ou
causando reducéo significativa no rendimento do nimero e peso das sementes. Além disso,
micélios desse fungo podem ficar no tegumento e no cotilédone e esclerddios em sementes.
Favorecendo o transporte de longa distancia desse fungo por material infectado (TASIOR;
2022). Apds a semente infectada ou detritos infestados retornarem ao campo no plantio, o
fungo desenvolve apotécios a partir de esclerodios seguidos pela producdo de ascosporos
(PIRES, 2022), que podem ser disseminados a curtas distancias.

O ciclo de vida do S. sclerotiorum em campos de soja é altamente dependente
das condicdes climaticas, levando a uma ocorréncia altamente esporadica da doenca ao
longo das estagOes e uma distribuigdo agregada dentro dos campos (WILLBUR et al.,

2019). A aplicacdo de fungicidas é muitas vezes de custo proibitivo, impraticavel e
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perigosa para 0 meio ambiente e a saude humana (KUMAWAT et al., 2021).

O Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicidas (2018) afirma que o uso de

fungicidas com um ou poucos modos de acdo correm maior risco de se tornarem

ineficazes. Para auxiliar na longevidade dos fungicidas quimicos, o uso de outras

ferramentas de manejo torna-se importante para evitar o uso excessivo de fungicidas

sintéticos. Logo, o controle alternativo para o manejo da Sclerotinia representa uma opcao

racional sustentdvel (MACENA et al., 2020), sobretudo com o uso de compostos naturais

vegetais. Especificacdes da biologia desse fungo, podem ser observadas no Quadro 3.

Quandro 3: Etiologia, sobrevivéncia e disseminacao do fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Doenca Morfo branco, Murcha de Sclerotinia,
Podrid&o de Sclerotinia.
Etiologia Sclerotinia sclerotiorum.

Sobrevivéncia

Esclerddios, Restos culturais, Hospedeiros

alternativos.

Disseminacao

Agua de irrigacdo e chuva Implementos
agricolas, Mudas infectadas, Resto

culturais contaminados.

Condicdes favoraveis

Temperatura de 20°C a 24°C, Alta
umidade do solo, Excesso de nitrogénio,

Solos muito cultivados.

(UENO e COSTA, 2018) - ADAPTADO.

2.6. Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc é uma espécie de fungo, pertencente

classe Coelomycetes, género Colletotrichum. Esse género inclui fungos considerados 0s

maiores patogenos de plantasem todo o mundo. Caracterizam-se pela formacdo de

estruturas denominadas acérvulos, no tecido da planta hospedeira parasitada, sendo uma das

caracteristicas da doenca conhecida como antracnose (SANTOS et al., 2022). Apesar dos

esporos desse fungo ndo serem estruturas de resisténcia, os micélios do fungo podem

permanecer viaveis por longo periodo fazendo persistir o ciclo da doenca.

A antracnose provoca a perda da qualidade dos frutos em geral (WEI et al.,

2017). Manifestando-se, inicialmente, na forma de manchas pardo avermelhadas que se

estendem por todo o fruto. Em seguida, pontuacdes escuras, com leves saliencas,



https://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Colletotrichum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plantas

14

formadas pelos acervulos do fungo, aparecem na casca dos frutos (AGROLINK, 2022).
A antracnose acomente culturas como caricaceaes (mamado), citros (limédo e laranja),
solanaceaes (pimenta, tomate e batata) além de cucurbitaceaes que causa danos
significativos também antes da colheita (XU et al., 2017; YAEGASHI et al., 2020,
(VALADARES et al., 2020).

Conquanto, é classificada como sendo uma doenca quiescente, ou seja, a
infeccdo ocorre ainda nos campos de producdo, mas 0s primeiros sintomas surgem apos
certo tempo de maturacdo. Em condi¢bes Umidas, forma-se uma massa de conidios,
posteriormente, as lesdes permanecem firmes até atingirem o fruto por completo, que
pode secar e mumificar (UENO e COSTA, 2018), levando a podriddo de antracnose.

O controle da doenca, depende do uso de fungicidas sintéticos, porém, a
utilizacdo desses produtos gera preocupacdo devido aos efeitos indutores de resisténcia
em fungos patogénicos e o impacto ambiental que pode ser gerado (OLIVEIRA et al.,
2017; DISKIN et al., 2019). Devido a essas limitacdes dos fungicidas convencionais,
existe a necessidade de desenvolver fungicidas seguros e eficientes contra C.
Gloeosporioides. Atualmente, varios estudos tém sido realizados para explorar métodos
para melhorar o armazenamento pds-colheita de frutas e hortalicas por meio do controle
da antracnose usando EVs (HUA et al., 2019). Outras especificacdes da biologia desse

fungo, podem ser observadas no Quadro 4.

Quandro 4: Etiologia, sobrevivéncia e disseminacdo do fungo Colletotrichum

gloeosporioides.

Doenca Antracnose, Podriddo de antracnose.
Etiologia Colletotrichum gloeosporioides.
Sobrevivéncia Restos culturais, Hospedeiros alternativos.
Disseminacéo Plantas infeccdo, frutos e recipientes de

contaminados.

CondicGes favoraveis Temperatura de 21 °C a 27 °C, Excesso de
irrigacdo, Frutos muito  maduros,
Ferimentos nos frutos, Tipo de

embalagem.

(UENO E COSTA, 2018) - ADAPTADO.

2.7. Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill.
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O fungo Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.)) Vuill., € um microorganismo
filamentoso amplamente distribuido pelo mundo. Pertencente a ordem Mucorales, familia
Mucoraceae (SIBBR, 2023). Esse fungo € encontrado no solo, frutas e vegetais, ndo raro
também é encontrado em superficies de pdo, no qual obtém alimento e nutrientes e causa
danos a superficie sobre a qual vive. O R. stolonifer é responsavel pela podriddo mole em
pos-colheita, causando prejuizos a varias culturas como morango, batata, mamao,
cenoura, meldo e pepino. Leva a perdas severas ao longo do armazenamento, transporte
e comercializacdo de frutas e hortalicas (REZENDE et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019).

Frutos afetados ficam com ligeira descoloragdes e depois ganham uma tonalidade
castanho-clara, rapidamente amolecem e entram em colapso (podriddo aquosa). Em
condi¢des de umidade, o fruto é coberto com uma densa camada de micélio branco, a partir
da qual séo produzidos esporangios arredondados, grandes e escuros. (UENO e COSTA,
2018). Os esporos de R. stolonifer geralmente existem na atmosfera e podem se espalhar
rapidamente de frutos infectados para frutos sadios quando a temperatura é superior a 5°C,
muitas vezes resultando em inimeros frutos podres.

Geralmente a podriddo mole causada pelo R. stolonifer é controlada com
produtos quimicos sintéticos, que sdo empregados de forma excessiva e inadequada
(OLIVEIRA et al., 2019). Nesse sentido, a descoberta de compostos ativos proveniente
de EVs, se fazem uma alternativa viavel para o combate dessa doenca. Outras
especificacOes da biologia desse fungo, podem ser observadas no Quadro 5.

Quandro 5: Etiologia, sobrevivéncia e disseminacdo do fungo Rhizopus stolonifer

Doenga Podridédo Mole, Podriddo dos frutos.
Etiologia Rhizopus stolonifer.

Sobrevivéncia Esporos (zigbsporos).

Disseminacao Ar, Embalagens contaminadas e por

intermédio insetos.

CondicGes favoraveis Temperatura variavel, Plantios
adensados, Ferimentos nos frutos, Alta
umidade relativa, Frutos muito maduros,
Tipo de embalagem, Armazenamento em

locais de altas temperaturas.

(UENO e COSTA, 2018) - ADAPTADO.
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2.8. Glycine max

A soja (Glycine max), é uma planta da classe Magnoliopsida (Dicotiledénea),
ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Glycine L. (NUNES,
2023). Nativa da Asia Oriental, norte e centro da China.

A planta tem como principais caracteristicas botanicas: O caule ramoso com
tamanho que varia entre 80 a 150 cm, a espécie possui quatro tipos de folha: cotiledonares,
folhas simples ou primarias, folhas compostas ou trifolioladas e profilos simples. As flores
tem de 3 até 8mm de diametro, sdo autdgamas e podem apresentar coloracdes variadas como
branca, parpura diluida ou roxa. O fruto da é um legume, popularmente chamado de vagem,
a forma pode ser ovalada, achatada, reta, pouco curvadas, até quase cilindrica, seguindo a
forma das sementes, que a vagem contém. As sementes de soja sdo ovais, lisas, globosas ou
elipticas. Podem apresentar coloragdes amarela, preta ou verde. Suas raizes sdo do tipo
pivotante, grande numero de raizes secundarias, 0 comprimento das raizes pode chegar a
até 1,80 m (NUNES, 2023). A planta possui a capacidade de mater relacGes simbioticas
com bactérias do género Rhisobium em suas raizes, permitindo fixar nitrogénio no solo a
partir do nitrogénio atmosférico (RODRIGUEZ RODRIGUEZ et al., 2023).

Sua alta adaptabilidade edafoclimatica, tornou espécie cosmopolita, sendo
cultivada em diversas partes do mundo, fatores que podem ser atribuidos a selecao antropica
e ao melhoramento genético de cultivares. As diversas variedades de soja podem apresentar
ciclos variando entre 90 e 140 dias, de acordo a latitude onde é feito o cultivo dessa
oleaginosa (SILVA et al., 2023; NUNES, 2022).

A semente da soja, tem grande importancia alimenticia, sendo conhecida como
uma excelente fonte econémica de nutrientes e proteinas dietéticas para milhdes de pessoas
em todo o mundo (ALNUAIMI et al., 2023). O gréo € comercializado como commodity,
sendo negociada em larga escala no mercado internacional (GUITARRARA et al., 2023).
Segundo Moreira et al., (2023), a soja € uma das culturas de maior importancia econdémica
no mundo, sendo o Brasil é o maior produtor mundial desse gréo.

Para Zhang et al., (2021), a demanda do grao tende a aumentar com o aumento da
populacdo e, por isso, é essencial que sejam criadas estratégias para ampliar sua
produtividade, considerando a sustentabilidade, os custos e 0 impacto ambiental.
Principalmente, porque eu cultivo em sistema de monocultura a torna-a susceptivel a
diversas pragas e doencgas (BASSETO, 202), deixando a cultura altamente dependente de

insumos agricolas como adubos, herbicidas, inseticidas, e fungicidas para o combate de
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doengas.

Uma ampla gama de doencas da cultura sdo causadas por fungos (SEIXAS, 2022),
como Phakopsora pachyrhizi agente causal da ferrugem-asiatica e o Sclerotinia
sclerotiorum popularmente chamado de mofo-branco, que leva ao tombamento e
apodrecimento das plantas. A grande maioria desses patdgenos causam doencas
monociclicas, no qual, seu inéculo aumenta ao longo dos ciclos de cultivos sucessivos com
plantas suscetiveis e as reducfes em produtividade torna-se graduais, passando muitas vezes
despercebidas nos anos iniciais de contaminacdo (MEYER, 2022).

O mofo-branco em especial, é uma das doengas mais antigas da soja (DREBES et al.,
2022), acomentem desde plantas jovens, até plantas adultas. Seu aparecimento e intensidade
entre as safras varia, sua ocorréncia e niveis de dano aumentaram significativamente no Brasil, desde
areas mais altas do Cerrado até em areas mais tradicionais de cultivo de soja nos pais como sul e
sudeste (DREBES et al., 2022). A doenga pode reduzir a produtividade dos campos de soja em
até 70% estima-se que 23% das areas de producédo brasileira, estejam infestadas pelo patogeno,
compondo, aproximadamente, 6,8 milhdes de hectares que necessitam da adocdo de medidas
integradas de controle da doenca (MEYER; COSTAMILAN; HENNING, 2014; DREBES et al.,
2022). Logo, a busca por produtos alternativos para o controle de doencas da soja séo de

suma importancia.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Objetivou-se avaliar a composicdo quimica dos extratos hexanicos das folhas e
inflorescéncia de Piper aduncun L., determinar atividade bioldgica contra os fungos
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill., in vitro e testes in vivo utilizando emulsdes com
as concentracfes mais ativas dos extratos de Piperaduncun na soja para controle do fungo

Sclerotinia sclerotiorum.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Preparo de extratos hexanicos das folhas e inflorescéncia de Piper aduncun L.

Identificacdo dos compostos quimicos presentes nos extratos hexanicos das
folhas einflorescéncia de Piper aduncun por meio de cromatografia gasosa associada a
espectrémetro de massas.

Realizacdo de testes in vitro de diferentes concentracfes dos extratos sobre os
fungos Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)

Sacc., Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Vuill.

Identificacdo das concentracdes das mais ativas dos extratos, nos testes in vitro,
contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum, e realizacdo de testes in vivo com emulsées mais

ativas sobreplantas de soja contaminadas com o fungo em analise.
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S. CAPITULO I: UMA ATUALIZACAO SOBRE PIPER ADUNCUM L., SEUS
METABOLITOS BIOATIVOS E SEU POTENCIAL PARA DESENVOLVER
BIOPRODUTOS

Artigo pubicado na revista: Brazilian Archives of Biology and Technology

RESUMO

Esta reviséo de literatura compilou as principais atividades bioldgicas e principios ativos ja
isolados de Piper aduncum (Piperaceae), cujo nome comum € papel cravejado. Em
portugués brasileiro, chamada de pimenta-longa, aperta-rudo, pimenta de macaco, matico,
erva de jaboti, jaborandi do mato, pimenta-de-fruto-ganchoso e tapa buraco. Extratos,
6leos essenciais (OES) e compostos isolados dessa espécie tém apresentado notaveis
atividades fungicida e inseticida, além de antibacteriana, antileishmania, antioxidante,
citotoxica/antitumoral, larvicida, antiplaquetaria, moluscoide e antiviral. P. aduncum é uma
espécie endémica do Brasil que tem chamado a atencdo de pesquisadores devido aos altos
teores de OEs que sdo extraidos de suas folhas, inflorescéncias e galhos. Este estudo teve
como objetivo analisar dados de P. aduncum, seus OEs, extratos e compostos isolados
encontrados em 45 trabalhos de pesquisa. Seu principal constituinte quimico é
definitivamente o dilapiol, um arilpropandide. Os resultados foram cuidadosamente
compilados por esta revisdo que reforca o potencial quimico e bioldgico desta espécie
botanica.

Palavras-chave: Piperaceae; Oleos essenciais; Extratos vegetais; Plantas medicinais;

Bioprodutos; Dilapiole.
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ABSTRACT

This literature review compiled the main biological activities and active principles already
isolated from Piper aduncum (Piperaceae), whose common name is studded paper. In
Brazilian Portuguese, it is pimenta-longa, aperta-rudo, pimenta de macaco, matico, erva de
jaboti, jaborandi do mato, pimenta-de-fruto-ganchoso and tapa buraco. Extracts, essential
oils (OEs) and compounds isolated from this species have shown notable fungicidal and
insecticidal activities, in addition to antibacterial, antileishmanial, antioxidant,
cytotoxic/antitumor, larvicidal, antiplatelet, molluscoid and antiviral activities. P. aduncum
is an endemic species from Brazil that has attracted the attention of researchers due to the
high levels of EOs that are extracted from its leaves, inflorescences and branches. This study
aimed to analyze data on P. aduncum, its EOs, extracts and isolated compounds found in 45
research papers. Its main chemical constituent is definitely dillapiol, an arylpropanoid. The
results were carefully compiled by this review that reinforces the chemical and biological
potential of this botanical species.

Keywords: Piperaceae; Essencial oils; plant extracts; Medicinal plants; Bioproducts;

Dilapiole.
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5.1. INTRODUCAO

A pimenta de macaco (Piper aduncum — Figura 2) € uma espécie nativa da
Amazonia, pertencente a familia boténica Piperaceae, caracteriza-se por ser uma planta que
possui grande potencial econdmico em razdo de 0s seus Oleos essenciais possuirem
metabolitos secundarios bioativos como o dillapiol, linalool, nerolidol, entre outros
(VALADARES et al., 2018). Seus EOs exibem diferentes atividades bioldgicas como:
fungicida (VALADARES et al., 2018), inseticida e larvicida (OLIVEIRA et al., 2013;
VOLPE et al., 2016), além de moluscicida (RAPADO et al., 2011), parasiticida
(MONZOTE et al., 2017) e antibiética (BRAZAO et al., 2014). EOs apresentam potencial
sinérgico quando combinados com inseticidas convencionais, fazendo o inseto perder a
capacidade de criar resisténcia ao inseticida e, com isso, eleva o desempenho do produto e
reduz sua quantidade utilizada (RAPOSO et al., 2019).

A familia Piperaceae compreende cerca de 3600 espécies, que estdo distribuidas
em regides tropicais e subtropicais nos hemisférios norte e sul. A familia inclui plantas
herbaceas, arbustos e (com menos frequéncia) arvores e esté distribuida em oito géneros. O
género Piper é o mais amplamente representado, com cerca de 2.000 espécies (MONZOTE
et al., 2017). Espécies de Piper L. foram previamente investigadas quimicamente,
resultando no isolamento de varias substancias com propriedades biol6gicas como
alcaldides; amidas; propenilfendis; lignanas; neolignanos; terpenos; esteroides;
kawapironas; piperolideos; chalconas; dihidrocalconas; flavonas; flavanonas (PARMAR et
al., 1997).

E interessante mencionar que o cultivo de P. aduncum é sustentavel, podendo ser
explorada de forma n&o destrutiva, haja vista que EOs e extratos sdo obtidos a partir de suas
partes aéreas. Esta espécie possui alta capacidade de rebrota, sendo possivel realizar
diversos cortes ao longo dos anos, caracterizando um sistema de produgdo ambientalmente
correto, tendo a vantagem, com relacdo a outras culturas, de dispensar a necessidade de
novos plantios a cada ano (BERGO et al., 2010).

Os efeitos farmacoldgicos dos extratos de P. aduncum (etanol e metanol) e seus
OEs foram demonstrados, incluindo atividades antileishmania, antibacteriana, citotoxica e
antifungica (SALEHI et al., 2019). Além disso, compostos isolados de folhas demonstraram
ser muito ativos contra promastigotas e amastigotas intracelulares, causando efeitos danosos
no DNA, e possuem atividades antileishmania, antimicrobiana, moluscicida, antitumoral e

antifangica (SALEHI et al., 2019). Os fungos endofiticos isolados de P. aduncum também
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produzem metabolitos extracelulares (presentes no filtrado da cultura) que afetam o
crescimento do Mycobacterium tuberculosis (LIMA et al., 2011).

No Brasil, quando os extratos hexano, acetato de etila e etanolque foram
preparados a partir das folhas foram testados contra Anticarsia gemmatalis e Spodoptera
frugiperda estes revelaram atividades promissoras (LUCENA et al., 2017). Pesquisadores
brasileiros também ja descreveram a atividade de extratos de P. aduncum contra bactérias
que causam a carie dentéria (Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis) com
obtencgéo de excelentes resultados (CHAIANA et al., 2016).

Para realizar uma breve revisdo, reunimos todos os estudos sobre diferentes
atividades bioldgicas e composicdo quimica, principalmente com o objetivo de encontrar
uma maneira de descrever resultados que possam ser Uteis para uma estratégia alternativa
ou complementar no tratamento de doencas, considerando que muitas doencgas ainda s&o um
grande desafio em muitos paises das regides tropicais e subtropicais orientais e ocidentais.
Evidencia-se desta forma que P. aduncum € uma espécie vegetal que ainda tem muito a
oferecer em termos de suas propriedades medicinais e fica claro a ainda latente necessidade
de estudos mais aprofundados que visem desvendar e aplicar os beneficios desta planta para

pessoas do mundo todo.

SN

Figura 2: Piper aduncum L. (Piperaceae)

5.2. O género Piper
Piperaceae € uma familia pantropical que possui cinco géneros e cerca de 3.600
espécies. Todos 0s géneros estdo representados na regido neotropical, exceto o género

monotipico Zippelia, que é encontrado na Asia tropical. No Brasil, Piperaceae é
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representada por cerca de 450 taxons distribuidos em trés géneros; a maioria estd nas
Florestas Atlantica e Amazbnica, onde aproximadamente 280 e 230 taxons,
respectivamente, podem ser encontrados (MELO; GUIMARAES; ALVES, 2014). Seus
representantes podem ser ervas epifitas, terrestres ou rupicolas, hemiepifitas, trepadeiras,
arbustos eretos ou escandentes ou pequenas arvores.As folhas sdo simples, alternas, opostas
ou verticiladas, com margens inteiras e odor tipico. Nas florescéncias sdo espigas ou
racemos, solitarios ou ndo, axilares, terminais ou opositores. As flores sdo abundantes,
minusculas, bissexuais ou unissexuais, clamidias e bracteas com bracteas peltadas. Cada
flor é formada por 2-6 estames livres com anteras rimosas; 0 gineceu possui 1-4 estiletes
matados, sésseis ou com pistilo, ovario supero, séssil ou pedicelado, unilocular e com 6vulo
basal. Os frutos sdo drupas (MELO; GUIMARAES; ALVES, 2014). Vale ressaltar que
plantas pertencentes ao género Piper também podem ser encontradas no Cerrado brasileiro
(POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006).

Cerca de 180 espécies foram registradas no estado do Rio de Janeiro (RJ), Brasil,
onde 16 Piper podem ser encontrados na vegetacdo de restinga. Devido ao grande nimero
de espécies de Piper em areas de restinga, pode-se afirmar que eles podem ter novas
estratégias de adaptacdo fisiologica e morfologica para sobreviver neste ambiente, um
topico interessante para um estudo quimico (DE LIMA MOREIRA; PEREIRA, 2021).
Outras espécies de Piper foram encontradas em florestas de terras baixas e montanhas; duas
delas séo estritamente distribuidas no Escudo das Guianas: P. bolivaranum (novo registro
no Brasil) e P. wachenheimii (MELO; ALVES, 2019)

Vaérias espécies deste género tém sido utilizadas na medicina popular em paises da
América do Sul, Asia, Pacifico Sul e Africa para tratar disturbios do trato respiratorio e
gastrointestinal e outras doengas (TORRES-PELAYO et al., 2016). Na literatura, ha relatos
de propriedades ansioliticas, analgésicas, anti-inflamatérias, vasodilatadoras, citotoxicas,
imunomoduladoras, antimicrobianas e antifingicas, além de promissora atividade
antitumoral. Eles também tém uma importancia notavel em fitoquimica e etnobotanica
(TORRES-PELAYO et al., 2016).

5.3. A familia Piperaceae

A familia Piperaceae com 10 géneros e 1.400 - 2.000 espécies no mundo, estdo
distribuidas em regides tropicais e subtropicais, sendo a maioria de seus representantes
arbustos, ervas e pequenas arvores. A familia tem ganhado destaque como fonte de

substancias atribuida ao seu potencial farmacoldgico, e por apresentar ampla ocorréncia e
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abundancia no Brasil, varias espécies tém sido descritas por suas propriedades
etnomedicinais (BARDELLI; KIRIZAWA; SOUSA, 2008). Pesquisadores mexicanos
também tém chamado a atencédo para etnobotanica e medicinal importantece para a familia
Piperaceae (MARTINEZ-BAUTISTA et al., 2019).

Piperaceae tem sido frequentemente estudada devido as suas importantes
caracteristicas, que possibilitam seu uso na alimentacdo, na inddstria farmacéutica,
cosmetica e perfumaria. Varias espécies tém sido utilizadas como especiarias (frutas),
decoracdo e drogas como chas, infusdes e banhos aromaticos. Caules, frutos, folhas e raizes
sdo as partes mais utilizadas das plantas (SALEHI et al., 2019). Os fitoquimicos e OEs de
Piperaceae mostraram maior atividade antioxidante do que os antioxidantes sintéticos e
exibiram atividades antibacterianas e antifungicas contra patdgenos humanos (SALEHI et
al., 2019).

Na medicina popular, o P. aduncum tem sido utilizado no tratamento de diversas
doencgas, como asma, bronquite, tosse, dor abdominal, diarreia e reumatismo (SANTOS et
al., 2021). Vérios outros estudos in vitro confirmaram suas atividades antibacteriana,
antifungica, anti-inflamatoria, anti-helmintica e antileucémica (SANTOS et al., 2021).
Diante de tantos beneficios, a familia Piperaceae continua sendo uma questdo promissora

na pesquisa cientifica.

5.4. Estudos etnobotanicos e usos medicinais de P. aduncum

De acordo com os dados etnoboténicos, a P. aduncum é utilizada no tratamento de
diversas doencas. Os dados reunidos por varios autores em varias obras revelaram que essa
planta é utilizada em diversas formulagdes tradicionais pelos povos de muitos paises como
adstringente, estimulante digestivo, diurético, antimalérico, sedativo, laxante, bebida
refrescante e remédio para hemorroidas, gonorréia, leucorréia (corrimento vaginal),
hemorragias menstruais, diarréia, disenterias e dor de dente (POHLIT et al., 2006). Outros
pesquisadores relataram o uso da espécie contra dor de estbmago e também como repelente
de insetos. Outros autores relataram seu uso tradicional como antisséptico para cortes na
pele e descrevem seu uso como hemostatico (estanca-sangramento). Mais relevante é o
extrato hidroalcodlico da folha dessa espécie, que foi reconhecido oficialmente pelo
Governo Brasileiro na primeira Farmacopéia Brasileira (Pharmacopéia dos Estados Unidos
do Brasil, 1926). No entanto, esse extrato fluido foi suprimido do segundo volume da
Farmacopéia Brasileira (2000) (POHLIT et al., 2006). Também é interessante mencionar

gue Desmodium®, um chd composto produzido pelo Laboratério Flora Medicinal J.
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Monteiro da Silva (Rio de Janeiro-RJ) como produto fitoterapico (indicagdes: infeccdo
urinaria, cistite, uretrite, prostatite, edema), utiliza P. aduncum (planta inteira) na sua
formulagdo (atividade antiinflamatoria e diurética de P. aduncum € citada) e ¢é
comercializado por mais de 70 anos segundo dados divulgados pelo fabricante (indicagdes:
infeccdo urinaria, cistite, uretrite, prostatite, edema), utiliza P. aduncum (planta inteira) na
sua formulacdo (POHLIT et al., 2006).

5.5. Atividades bioldgicas de extratos de P. aduncum e seus constituintes quimicos

Vérias classes de compostos tém sido isoladas da espécie P. aduncum tais como:
derivados prenilados do acido benzoico, cromenos ou benzopiranos, flavonoides, alcaldides
e amidas, monoterpenos e sesquiterpenos e fenilpropanodides (Figura 3 — substancias 1 a 51).
Diversos trabalhos cientificos, principalmente das areas de quimica e etnofarmacologia ja
foram publicados descrevendo pesquisas efetuadas com extratos de P. aduncum e
substancias isoladas - ver Quadro 6; de acordo com Pohlit et al., (2006). Nesses trabalhos,
foram comprovadas diferentes atividades bioldgicas para extratos, fracdes e substancias
ativas isoladas das folhas, frutos e galhos de P. aduncum. Dentre as atividades bioldgicas
descritas na literatura para P. aduncum pode-se citar: antibacteriana (Gram positivo e Gram
negativo, inclusive contra Neisseria gonorrhoeae, agente causador da gonorréia),
antifungica (contra Crinipellis perniciosa, causador da doenga do cacau, a “vassoura de
bruxa”; além dos fungos patogénicos do trigo, cebola, repolho, banana e outros) (POHLIT
et al., 2006).

Outras atividades descritas incluem a antiprotozoaria (contra Leishmania
amazonensis, agente causador da leishmaniose), larvicida (contra a larva de Aedes sp.,
carapana ou pernilongo), inseticida (contra Cerotoma tingomarianus, Tribolium castaneum
e Choristoneura rosaceana), moluscicida (contra a Biomphalaria glabrata, vetor da
esquistossomose); bem como a inibigéo in vitro do crescimento micelial de Fusarium solani
(Mart.) Sacc. F. sp. Piperis, um patdgeno que destroi a Piper nigrum (POHLIT et al., 2006).
Um resumo esté apresentado na Quadro 6. A atividade antiproliferativa das substancias 4 e
16-19, ja foi comprovada in vitro. Vale ressaltar que o espectro amplo de atividades
antimicrobianas in vitro contra as espécies Trichophyton mentagyrophytes, Candida
albicans e Staphylococcus aureus, entre outros, é evidéncia muito forte para a
potencialidade dos extratos, fracGes e principios ativos 7, 8, 15, 21, 23 e 27 de P. aduncum,
aplicados ao tratamento de diversas doencas de pele. Estas atividades in vitro sdo muito
relevantes para a validacdo de remédios utilizados em dermatologia (POHLIT et al., 2006).
De acordo com pesquisadores brasileiros da area de quimica de produtos naturais, as folhas
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de P. aduncum coletadas na capital do estado do Amazonas, Manaus, Brasil, apresentam
altos teores de dillapiol (31,5 — 97,3 %) (principio ativo 1, Quadro 6), substancia cuja
atividade antifdngica, antibacteriana, larvicida, inseticida e moluscicida ja foram
comprovadas em diversos trabalhos cientificos como € apresentado no Quadro 6. Alguns
trabalhos demonstraram que o dillapiol (1) apresenta sinergismo com pesticidas piretroides
(piretrinas) e carbamatos in vitro, aumentando sua a¢éo inseticida, sendo estes usados contra
moscas de frutos (Drosophila melanogaster), larvas de Aedes aegypti e besouros da farinha
— Tribolium castaneum ) (POHLIT et al., 2006). O dillapiol, quando formulado com o 6leo
essencial de Tanacetum vulgare, possui efeito fagoestimulante em larvas de Choristoneura
rosaceana (Lepiddptera), sugerindo que essa substancia possa ser misturada com inseticida
o natural Bacillus thuringiensis, usada contra larvas (POHLIT et al., 2006). Em outros
estudos verificou-se que o dillapiol apresenta sinergismo com outras substancias,
aumentando a atividade bioldgica desses compostos. O dillapiol em combinacdo com as
substancias gedunina (da classe dos limondides), agente antimalarico isolado das folhas de
Cedrela odorata (Meliaceae), e 7-methoxigedunina (semi-sintético) diminui a parasitemia
de ratos infectados com Plasmodium berghei em testes in vivo. Por outro lado, o dillapiol
sozinho ndo tem efeito antimalarico significativo in vitro. Além disso, o dillapiol foi usado
para prevenir o metabolismo de compostos ativos pelo citocromo P450 e age como potencial
inibidor de enzimas no metabolismo de drogas. Esse efeito sinérgico foi mostrado também
para derivados semi-sintéticos do dillapiol in vitro. Os derivados 43-51 (Figura 8) foram os
gue apresentaram maior fator de sinergismo contra a espécie Tribolium castaneum e larvas
de Aedes atropalpus. Ainda em relacdo ao dillapiol, este pode usado como matéria prima
para a preparacdo de derivados semi-sintéticos com atividade frente a larvas adultas de
Aedes aegypti, vetor da dengue hemorrégica, sendo considerado um forte candidato para o

desenvolvimento de bioprodutos.

Descobertas recentes reforcaram que os extratos de P. aduncum exibiram
atividades antileishmania, antibacteriana, citotoxica e antifingica (HERRERA-
CALDERON et al., 2019). Além disso, compostos isolados de folhas tém se mostrado muito
ativos contra promastigotas e amastigotas intracelulares, causando efeitos danosos ao DNA,
e possuem atividade antileishmania, antimicrobiana, moluscicida, antitumoral e antifingica
(HERRERA-CALDERON et al., 2019). O extrato etanolico das folhas de P. aduncum
estudado no municipio de Dourados, MS, Brasil, revelou atividades antidepressiva e
ansiolitica (OESTERREICH et al. 2015). Pesquisadores das Filipinas também

demonstraram o potencial antibacteriano do extrato etanolico das folhas de P. aduncum ao
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incorpora-lo a sabonete liquido para mdos (ORDOYO et al., 2019). O extrato aquoso por
sua vez efeito toxicologico sobre Raoiella indica em condi¢des de laboratorio (PINHEIRO
et al., 2020). Os extratos hexanico, diclorometano e etanélico de P. aduncum causaram a
morte de 100% das larvas de A. aegypti (RIDZUANEet al., 2019). Santos et al., (2013)
demonstraram que 0s extratos hexano e etanolico de P. aduncum sdo ativos contra
dermatophytes Trichophyton rubrum and Trichophyton interdigitale (SANTOS et al.,
2013). Por fim, o extrato metandlico das folhas revelou satisfatéria atividade

antiinflamatdria além da presenca de quatro novos flavonoides (THAO et al., 2016).
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Figura 3: Constituintes quimicos isolados de P. aduncum:

1: dilapiol (4,5-metile- 1 nodidxi-2,3-dimetoxi-alil-benzeno); 2: pseudo-dila- 2 piol (2,3-
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metilenodioxi-4,5- dimetoxi-alil-benzeno); 3: 3-(3°,7’-dimetil-2’,6’-octa-dienil)-4-metoxi-
benzoato de metila; 4: acido 3-(3”,7’-dimetil-2’,6’-octa-dienil)-4-metoxi-benzdico; 5: 3-(6’-
hidréxi-3°,7°-dimetil-2°,7’-octa-dienil)-4-metoxi-benzoato de metila; 6: 3-(2’-hidrdxi-3’-
metil-3’-butenil)-4-hidréxi-benzoato de metila; 7: acido 4-metdxi-3,5-bis(3’-metil-2’-
butenil)-benzéico; 8: é&cido nervogénico (&cido 4-hidroxi-3,5-bis(3-metil-2-butenil)
benzoico); 9: 3,5-bis(3-metil-2-butenil)-4-metoxi-benzoato de metila; 10: acido 4-hidroxi-
3-(3-metil-2-butenoil)-5-(3-metil-2-butenil)-benzodico; 11: 4-hidroxi-3,5-bis(3’-metil-2’-
butenil)-11-benzoato de metila; 12: 4-hidrdxi-3-(3-metil-2-butenil)-benzoato de metila; 13:
1-(1-metiletil)-4-metil-3-ciclohexenil 3,5-bis(3-metil-2-butenil)-4-hidrdxi-benzoato; 14: 1-
(1-metiletil)-4-metil-3-ciclohexenil  3,5-bis(3-metil-2-butenil)-4-metdxi-benzoato;  15:
acido 2,2-dimetil-8-(3’-metil-2’-butenil)-2H-cromeno-6-carboxilico; 16: 2,2-dimetil-8-(3’-
metil-2’-butenil)-2H-cromeno-6-carboxilato de metila; 17: 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila; 18: &cido 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico; 19: 8-hidrdxi-2,2-
dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila; 20: (6S)-2-trans-6- hidroxi-2,6-dimetil-2,7-
octadienoato; 21: 2’,6’-dihidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona; 22: 2°,4,6’-triiidroxi-4’-
metdxi-diidrochalcona; 23: 2°, 6’-dihidroxi-4’-metéxi-chalcona; 24: 2’-hidroxi-4’,6’-
dimetoxi-diidrochalcona; 25: 2’,4-dihidroxi-4’,6’,3-trimetoxi-diidro-chalcona; 26: 2’.4-
dihidroxi-4’,6’-dimetoxi-diidrochalcona; 27: sakuranetina; 28: 5-hidroxi-7-metodxi-flavona;
29: 7-hidroxi-5-metoxi-dihidro-flavona; 30: piperaduncina A (3-(1-[2,4-dihidroxi-6-
metoxi-3-(3-fenilpropanoil)-fenil]-3-metil-2- butenil)-4-hidroxi-benzoato de metila); 31:
piperaduncina B (4-hidroxi-3-[2,3-dihidro-2-(1-hidroxi-1-metil-etil)-6-hidroxi-4-metoxi7-
(3-fenil-propanoil)-benzo[b]furan-3-il] benzoato de metila); 32: piperaduncina C (bis-[a, b-

dihidro-2’,6’-dihidroxi-4’-metdxichalcona-5’-il] metano).
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Figura 3: (Continuac¢do). Constituintes quimicos isolados de P. aduncum:

33: adunctina A (1" S)-1-{2’-hydroxi-4’-metoxi-6’-[4"-metil-1"-(1"’-metiletil)ciclohex-3"-
em-1"-iloxi]fenil}- 3-fenilpropan-1-ona); 34: adunctina B ((5a 34 R*,8R*,9aR*)-3-fenil-1-
[5°a,8°,9°,9’a-tetraidro-3’-hidroxi-1’-metoxi-8’-(1"-metil  etil)-  5’a-metil-dibenzo[b,d]

furan-4’-il]propan-1-ona); 35: (2R*,4"S*)-1-{6’-hidrdxi-4’-metdxi-4"-(1"-
metiletil)spiro[benzo[b]furan-2’-(3’H),1-cyclohex-2"-en]-7"11}-3-fenil-propan-1-ona); 36:
adunctina D (2’ R* 4"R*)-1-{6’-hidroxi-4’-metoxi-4"-(1"-

metiletil)espiro[benzo[b]furan-2’(3’H),1"-ciclohex-2"-  en]-7’-il}-3-fenil-propan-1-ona);
37: adunctina E ((5’a 37 R*,6’S*,9’R*,9’aS*)-1-[5"a,6°,7°,8°,9°,9’a-hexaidro-3",6’-
diidroxi-1’-metoxi-6’-metil-9°-(1"-metiletil)dibenzo[b,d]furan-4’-il]-3-fenilpropan-1-ona);
38: (-)-metil-lindaretina; 39: piperina; 40: cefaradiona; 41: 3’,4’-diidroxi-3,5-dimetil-4,6-

dimetoxi-benzofenona; 42: luteina.
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Quadro 6: Atividades bioldgicas ja descritas para P. aduncum

Tipo de atividade

Organismo Avaliado

Derivado avaliado

Antibacteriana

Actinobacillus

actinomycetemcomitans

Extrato alcéolico

Bacillus cereus

Extrato etanolico

Bacillus subtilis

Extrato alcodlico, extrato diclorometano,
extrato éter de petroleo, principios ativos 1,
3, 5-15,19, 21-23, 27, 30-32

Enterococcus faecalis

Extrato etandlico

Escherichia coli

Extrato alcodlico, extrato de éter de petroleo,
extrato de diclorometano,

principio ativo 19

Fusobacterium

nucleatum

Extrato alcodlico

Micrococcus luteus

Extrato de éter de petréleo, extrato de
diclorometano, principios ativos 5-8, 10, 12,
13, 15, 19, 21, 22, 30-32,34-36, 38

Mycobacterium

intracellulare

Extrato alcodlico, principios ativos 7, 8,15, 21,
23

Neisseria gonorrhoeae

Extrato hidroalcoélico

Prevotella intermedia

Extrato alcéolico

Pseudomonas

aeruginosa

Principios ativos 7, 8, 15, 21, 23

Staphylococcus aureus

Extrato alcoolico, principio ativo 7, 8, 15, 21,
23, 27

Staphylococcus
epidermidis

Extrato etanolico

Streptococcus

pyogenes

Extrato etanolico

Streptococcus sanguis

Extrato alcéolico

Xanthomonas

compestris

Principio ativo 2
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Xanthomonas carotae

Principio ativo 2

Antifangica

Alternaria brassicicoli

Principio ativo 2

Alternaria

chrysanthemi

Principio ativo 2

Aspergillus flavus

Extrato alcodlico

Aspergillus fumigatus

Extrato alcodlico

Candida albicans

Extrato alcoolico, principios ativos 7, 8,15, 21,
23

Cladosporium

herbarum

Principio ativo 2

Cladosporium

sphaerospermum

Principio ativo 16, 17, 19, 21 e 37

Cladosporium

cladosporioides

Principio ativo 16, 17, 19, 21 e 37

Cryptococcus

neoformans

Extrato alcodlico, principios ativos 7, 8,15, 21,
23

Erysiphe graminus

Principio ativo 2

Helminthosporum

carbonum

Principio ativo 2

Penicillium oxalicum

Extrato de éter de petroleo, principios
ativos 15, 19

Pyrenochaeta terrestris

Principio ativo 2

Saccharomyces Extrato alcodlico, principios ativos 4, 16-19
cerevisiae
Trichophyton Extrato alcoolico
mentagrophytes
Antioxidante DPPH Extrato hidroalcoolico
Antitumoral Saccharomyces Principio ativo 4
cerevisiae
Antiviral Poliovirus Extrato metandlico
Célula | Homo sapiens (células Extrato de diclorometano, principios
KB/carcinoma humanas) ativos 27, 30, 31, 38
Citotoxica Murino Principio ativo 21, 22
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Tribolium casteneum

Principio ativo 1

Inseticida Cerotoma Principio ativo 1
tingomarianus
Choristoneura Principio ativo 1
rosaceana
Inibicao da - Principio ativo 1
atividade
epoxidase
Inibicdo de
citocromo - Principio ativo 1
P450 3A4
Larvicida Aedes atropalpus Principio ativo 1

Leishmanicida

Leishmania

amazonensis

Principio ativo 23

Leishmania braziliensis

Principio ativo 21, 22

Leishmania tropica

Principio ativo 21, 22

Leishmania infantum

Principio ativo 21, 22

Moluscicida | Biomphalaria glabrata Extrato de éter de petréleo, principiosativos 1,
7-10, 15, 19, 22

5.6. Atividades bioldgicas de OEs de P. aduncum e seus constituintes quimicos

Considerando a obtencao de dleos, sua extracdo é comumente realizada a partir de
diferentes partes de uma planta utilizando o método de hidrodestilagdo, com aparato tipo
Clevenger. Neste sistema que aquece o material vegetal em contato com a agua destilada
em uma manta de aquecimento, ocorre 0 aumento da temperatura gradativamente, gerando
um vapor que contém as substancias volateis presentes na planta. Este vapor gerado pelo
aumento da temperatura no bal&o passa, em seguida, por um resfriamento no condensador
da vidraria, formando ao final do processo duas fases liquidas que podem ser separadas
resultando no oleo essencial (DA SILVA et al., 2018).

O oOleo essencial da espécie P. aduncum, por exemplo, possui monoterpenos
(piperitona) e sesquiterpenos (nerolidol, B-cariofileno) e fenilpropanoide (dillapiol) como

constituintes majoritarios (RIDZUAN et al., 2019). Estes 6leos essenciais afetam a
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permeabilidade e funcionamento de membranas dos microorganismos patogénicos,
contudo, eles também podem inibir a formacdo da parede celular, a divisao celular ou os
processos de transcricdo e tradugdo (DE OLIVEIRA; RODRIGUES, 2020). Na medicina,
0s OEs das folhas tém sido utilizados no combate direto e indireto a diversas doencas
humanas (DA SILVA et al., 2019). Além disso, OEs tém sido aplicados na agricultura
devido a suas atividades inseticida, larvicida, antileishmania, moluscocicida, antibacteriana
e antifungica (DA SILVA et al., 2019).

Neste contexto, os 6leos essenciais de P. aduncum sdo produtos naturais de
amplamente estudados devido a suas altas atividades bioldgicas contra os mais diferentes
alvos biologicos. Muitas das propriedades bioldgicas de P. aduncum EO foram estudadas,
por exemplo, sua atividade antibacteriana e antifungica, que mostrou bons resultados contra
0s agentes problematicos de infecgBes nosocomiais, como Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e S. lentus (DUROFIL et al., 2021). Da mesma forma, ha resultados
promissores na prevencdo de infeccdo em pacientes imunocompetentes ou
imunocomprometidos por sua atividade contra Cryptococcus neoformans. Ha também
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e antiplaquetarias, entre outras (DUROFIL et
al., 2021).

A composicdo quimica dos OE nos diferentes estudos mostra principalmente dois
grandes grupos: fenilpropandides e monoterpenos — entre outros. Pode-se citar a presenca
dos seguintes constituintes no EO de P. aduncum: dillapiole, myristicin, carpacin, api-ole,
safrole, sarisan and 1,8-cinecole (NOR; SYUKRI, 2020). As diferentes classes de
metabolitos secundarios bioativos conferem as espécies da familia Piperaceae excelentes
resultados de atividades realizadas in vitro e in vivo. Um exemplo sdo as pesquisas que
visam estudar seus usos medicinais, fitoquimica e propriedades farmacologicas, da P.
aduncum (NOR; SYUKRI, 2020).

Quando se fala-se em OEs de P. aduncum, o dilapiole foi quase sempre o principal
componente caracterizando o 6leo, seguido pela miristicina. No entanto, os artigos destacam
abundancia variavel principalmente devido as diferentes condi¢des de crescimento e origens
geograficas, que inevitavelmente afetam o perfil qualitativo e quantitativo do fitocomplexo.
O dilapiol foi o componente mais citado e 0 que apresentou as propriedades mais
promissoras, mas 0 importante & que o dilapiole mostrou melhores atividades como
componente de todo o OE do que como um composto isolado (PARISE-FILHO et al 2011).

Os OEs de Piper aduncum parecem ter propriedades promissoras em termos de

atividade inseticida, pois foram testados em uma ampla gama de diferentes insetos e
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forneceram resultados positivos. Essas descobertas suportam a possibilidade de descobrir
substitutos adequados para inseticidas quimicos (DOS SANOTOS et al., 2017). Em suma,
atividades promissoras antileishmania, antituberculose e antifingica (Aspergillus niger e
Cladosporium sp.) também sdo conhecidas por seus OEs (BERNUCI et al., 2016;
WIBAWA et al., 2019). Além disso, 0s principais constituintes quimicos identificados nos

OEs de P. aduncum sdo mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Principais constituintes quimicos encontrados nos OEs de P. aduncum L.

[1, 2, 5]: terpineno-4-ol (1); piperitona (2); B-cariofileno (3); a-humuleno (4); germacreno
D (5); miristicina (6); dilapiole (7); apineno (8); B-pineno (9); 1,8-cineol (10); transocimeno
(11); canfora (12) e viridiflorol (13)

6. CONCLUSAO

Esta breve atualizacdo tematica permitiu concluir que a espécie P. aduncum
guando estudada por diferentes pesquisadores em varias partes do mundo revelou fortes
potenciais quimico e bioldgico. Os extratos vegetais e 6leos essenciais desta planta séo alvos
de incansaveis estudos in vitro e in vivo devido a riqueza de metabolitos secundarios
bioativos, como o proprio dillapiole. A diversidade quimica de substancias produzidas por
esta espécie de Piperaceae é o que justifica sua ampla aplicabilidade bioldgica destacando-

se fortemente suas atividades fungicidas e inseticidas.
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Piper aduncum € e continua sendo uma planta promissora, reforcando desta
maneira a necessidade de estudos mais aprofundados que revelem os mecanismos de acao
que resultam em excelentes atividades bioldgicas frente aos diversos alvos j& descritos na

literatura.
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8. CAPITULO I1: EXTRATOS DE PIPER ADUNCUM L. NO CONTROLE
ALTERNATIVO IN VITRO E IN VIVO DE FITOPATOGENOS DE INTERESSE
AGRONOMICO

Artigo submetido a revista: Brazilian Archives of Biology and Technology

RESUMO

Extratos vegetais de Piper aduncum L., (Piperaceae) apresentam varias atividades
bioldgicas, entretanto, poucos relatos sdo encontrados na literatura sobre suas aplicacdes no
campo da agroquimica. O mofo branco, a antracnose e a podriddo mole sdo doencas de
plantas causada pelos fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizopus stolonifer, respectivamente. Sdo doencas comuns na produgdo
e pos-colheita de grdos, frutas e hortalicas. Com enfoque agroquimico, esse trabalho
objetivou identificar os constituintes volateis dos extratos hexanicos das folhas (EH-FO) e
inflorescéncias (EH-IN) de P. aduncum por GC-MS e GC-FID. Avaliou-se também seus
potenciais antifangicos in vitro e in vivo. As atividades antifangicas in vitro foram avaliados
por dois métodos: método de difusdo em disco (DDM) e teste de folha destacada. O teste in
vivo foi conduzido em casa de vegetacdo utilizando plantas de soja com quinze dias de
idade. Os constituintes majoritarios identificados no EH-FO foram: germacreno B (33.1%),
valenceno (14.5%) e B-cadineno (9.1%). No EH-IN identificou-se majoritariamente 0s
constituintes: oxido de cariofileno (20.5%), espatulenol (15.2%) e germacreno B (9.7%).
Todos os extratos avaliados revelaram maior eficiéncia na inibicdo do fungo Rhizopus
stolonifer. Com isso, 0s extratos hexanicos de P. aduncum sdo promissores para producao

de um antifungico natural visando a reducdo do uso de agroguimicos sintéticos.

Palavras-chave: Extratos vegetais bioativos; Agroguimica organica; Controle alternativo;

Bioprodutos.
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ABSTRACT

Plant extracts of Piper aduncum L., (Piperaceae) have several biological activities, however,
few reports are found in the literature about their applications in the field of agrochemistry.
White mold, anthracnose and soft rot are plant diseases caused by the phytopathogens
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus stolonifer,
respectively. They are common diseases in the production and post-harvest of grains, fruits
and vegetables. With an agrochemical focus, this work aimed to identify the volatile
constituents of the hexane extracts of leaves (EH-FO) and inflorescences (EH-IN) of P.
aduncum by GC-MS and GC-FID. Its antifungal potentials in vitro and in vivo were also
evaluated. The in vitro antifungal activities were evaluated by two methods: disk diffusion
method (DDM) and detached sheet test. The in vivo test was conducted in a greenhouse
using 15-day-old soybean plants. The major constituents identified in EH-FO were:
germacrene B (33.1%), valencene (14.5%) and B-cadinene (9.1%). In the EH-IN, the main
constituents were identified: caryophyllene oxide (20.5%), spathulenol (15.2%) and
germacrene B (9.7%). All evaluated extracts showed greater efficiency in inhibiting the
fungus Rhizopus stolonifer. Thus, the hexanic extracts of P. aduncum are promising for the

production of a natural antifungal aimed at reducing the use of synthetic agrochemicals.

Keywords: Bioactive plant extracts; Organic agrochemistry; Alternative control,
Bioproducts.
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8.1. INTRODUCAO

Extratos vegetais sdo produtos naturais extraidos de plantas e que possuem um
amplo espectro de atividades bioldgicas. Podem inclusive serem usados no combate de
doencas agricolas por serem menos toxicos, biodegraddveis, mais seguros ao meio
ambiente e com capacidade de proteger culturas do ataque de patégenos (BRITO;
NASCIMENTO, 2015). Logo, sdo alternativas sustentaveis para a substituicdo parcial ou
total de diversos agroquimicos sintéticos considerados toxicos (BRITO; NASCIMENTO,
2015). Nesse contexto, a espécie Piper aduncum L., se destaca como uma planta
promissora para uso no campo da agroquimica, uma vez que possui notaveis aspectos
quimico e biologico diretamente relacionados aos seus Oleos essenciais e extratos
botanicos (MORAIS et al., 2023).

A Piper aduncum L., popularmente chamada de pimenta-de-macaco, € uma planta
da familia Piperaceae, nativa de zonas tropicais, sendo encontrada em biomas como
Amazonia, Cerrado e Pampa (MORAIS et al., 2023). Extratos vegetais e 0leos essenciais
dessa planta j& demonstraram anteriormente atividades antileishmania, antibacteriana,
citotoxica e antifingica (MORAIS et al., 2023).

Nessa perspectiva bioldgica, acredita-se no forte potencial de P. aduncum no
controle de fungos agricolas utilizando seus extratos contra fungos como Sclerotinia
sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizopus stolonifer. Estes fungos por sua
vez sdo agentes causais de doencas severas em plantas, frutas e hortalicas, como o mofo
branco na soja, doenca provocada pelo S. Sclerotiorum (TOIGO, FERNANDES,
MIRANDA, 2022). A antracnose € provocada pelo C. Gloeosporioides e a podriddo mole
em pos-colheita causada pelo o R. Stolonifer. Esses fungos provocam sérios prejuizos a
varias culturas e levam a perdas na producdo, armazenamento, transporte e
comercializacdo (TOIGO, FERNANDES, MIRANDA 2022; VALADARES et al., 2020
).

Considerando que o controle de doengas de plantas ainda depende muito do uso
de fungicidas sintéticos toxicos, objetivou-se com esse estudo identificar os constituintes
quimicos volateis presentes nos extratos hexanicos das folhas e inflorescéncias de P.
aduncum por GC-MS e GC-FID (i). Avaliar suas atividades antifngicas in vitro contra os
fungos S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e R. stolonifer (ii). E por fim, testar a atividade
antifangica in vivo de ambos extratos hexanicos na cultura da soja visando o controle do

mofo branco (S. sclerotiorum) (iii).
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9. MATERIAL E METODOS

9.1.Material vegetal

Folhas e inflorescéncias de P. aduncum L., foram coletadas no dia 10 de fevereiro
de 2022 as 9h, no municipio de Rio Verde, Goias, em uma area de protecdo ambiental com
coordenadas -17.799447, -50.912033, e levadas para o Laborotorio de Quimica e Produtos
Naturais do IF Goiano Campus - Rio Verde. A planta foi identificada e possui uma amostra
no Herbario Jataiense Professor Germano Guarim Neto com a excicata nimero HJ 7872.
O acesso ao material botanico foi aprovado pelo Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o cddigo
AEACDCA.

9.2. Preparacéo dos extratos hexanicos

A preparacgdo dos extratos hexanicos foi feita utilizando 300 gramas de folhas
secas e 300 gramas de inflorescéncia secas de P. aduncum que foram selecionadas, lavadas
e secas em estufa de circulagdo forcada por 72 horas, em seguida foram moidas em moinho
Wiley para diminuicdo da granulometria. ApOs esses processos, foram colocadas em
baldes de fundo chato e adicionados 1000 mL de hexano PA (C6H14). O contato entre o
solvente e a matéria-prima foi mantido durante quatro dias a temperatura ambiente (26°C),
protegido da luz e com agitacdo diaria. A mistura resultante da extracdo foi separada por
filtracdo utilizando papel filtro, seguida por evaporacdo do solvente em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida (RIBEIRO et al., 2020). Apds este processo, obteve-se 0s
extratos hexanicos de consisténcia xaroposa (14 g para as folhas e 6 g para as

inflorescencias).

9.3. Identificacdo dos constituintes volateis dos extratos hexanicos

Extratos hexanicos foram dissolvidos em éter etilico e analisados por
cromatografia gasosa-deteccdo de ionizagdo de chama (GC-FID) e cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS) com o uso de Shimadzu QP5000 Plus e GCMS2010
Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japédo) sistemas. A temperatura da coluna em GC-
FID foi programada para subir de 60 a 240°C a 3°C/min e foi mantida a 240°C por 5 min;
0 gas de arraste era H2 a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O equipamento foi configurado
para operar no modo injecdo; o volume de inje¢éo foi de 0,1 uL (razéo de diviséo de 1:10);

e as temperaturas do injetor e do detector foram de 240 e 280°C, respectivamente. As
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concentracgdes relativas dos componentes foram obtidas normalizando as areas dos picos
(%). As éreas relativas consistiram na média de analises triplicadas de GC-FID. As
condigdes de GC-MS e a identificacdo foram relatadas anteriormente (CABRAL et al.,
2022). A identificacdo dos componentes volateis dos extratos hexanicos (Tabela 1) foi
baseada em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-5MS (30 m X 0,25 mm;
0,250 um) nas mesmas condicOes operacionais usadas para GC em relacdo a uma série
homdloga de n- alcanos (C8-C20). As estruturas foram comparadas por computador com
Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2 e seus padrdes de fragmentacdo foram comparados com
dados da literatura (ADAMS 2007).

9.4. Cepas fungicas

Os fungos fitopatogénicos S. sclerotiorum e R. stolonifer foram adquiridos no
Laboratdrio de Fitopatologia do Instituto Federal Goiano-Campus Rio Verde. O fungo C.
gloeosporioides foi isolado no Laboratério de Fitopatologia do IF Goiano-Campus Rio

Verde , a partir de mamao contaminado.

9.5.Atividade antifungica de EH-FO e EH-IN in vitro pelo metodo da difusdo do
disco

Foi preparada uma solucao padrdo utilizando-se 4 g de extrato vegetal e 10 mL
de acetado de etila, obtendo-se a concentragdo 1 (C1 - 0,4 g/mL ou 400 ppm). 8 mL da
solucgéo padréo foram adicionados em um tubo de ensaio (C1) para obter a concentragéo 2
(C2-0,2 g/mL ou 200ppm). 4mL de acetato de etila e 4mL da concentracdo 1 (C1) foram
colocados em outro tubo de ensaio com agitacdo para diluicdo completa e obtencdo da
concentracéo 3 (C3- 0,1 g/mL ou 100 ppm). A concentracdo 4 (C4 — 50 ppm) foi resultante
da adicdo de 4mL de acetato de etila e 4mL da concentracdo 3, que posteriormente foi
misturado em um novo tubo de ensaio. A concentragdo 5 (C5 - 0,025g/mL ou 25 ppm) foi
feita a partir da diluicdo de 4mL de acetato de etila e 4mL da concentracdo 4. Como
controle do experimento, foi utilizado o acetato de etila (B — 0 ppm), além da testemunha
sem aplicacdo de nenhum material (T). Os ensaios bioldgicos foram realizados na camara
de fluxo do Laboratorio de Fitopatologia do IF Goiano - Campus Rio Verde. As placas de
Petri foram previamente esterilizadas em autoclave e preparadas com meio de cultura BDA
(Batata-dextrose-agar). Nas placas, foram adicionados 0,50 pL das solugdes diluidas,
distribuidos com auxilio de uma alca de Drigalski na superficie de toda a placa.
Posteriormente, foram depositados discos de 5 mm de diametro de meio BDA contendo
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micélio de cada fungo no centro da placa. As placas foram armazenadas em BOD a 21°C
até o crescimento dos fungos seguindo a metodologia descrita por Rezende et al., (2020).
As medidas de crescimento foram finalmente medidas apds o completo crescimento dos
fungos nas placas controle (ap6s 7 dias). O percentual de inibigdo do crescimento micélial
(PIC) foi calculado usando a seguinte formula (REZENDE et al., (2020):

(crescimento do controle — crescimento do tratamento)
PIC (%) = - x100
crescimento do controle

9.6. Atividade antifungica de EH-FO e EH-IN in vitro no testa da folha destacada

O teste da folha destacada foi realizado de acordo com a metodologia de Gabardo
et al., (2020) com algumas adaptagdes. Folhas das plantas de soja foram destacadas e
colocadas em placa de Petri com papel de filtro e 4gua para manter a umidade. Apos isso
as folhas foram inoculadas com discos de 5 mm de diametro da cultura do fungo S.
sclerotiorum crescido em meio BDA por 4 dias, e foram incubadas em camara de
germinagdo a 22 + 3 °C por 24 horas com fotoperiodo de 12 horas em uma incubadora de
BOD. Passado o periodo de incubacdo, as folhas de soja foram aspergidas com seus
respetivos tratamentos experimentais. Foi preparadas as solucdes dos extratos hexanicos
com: agua destilada, acetato de etila e twiin 80 para a redu¢do da toxicidade sobre as folhas
da soja. As solugdes com as concentragfes mais ativas foram EH-FO (C1 - 0,4 g/mL e C2
- 0,2 g/mL) e EH-IN (C1 - 0,4 g/mL e C2 - 0,2 g/mL) respectivamente. Além do uso dos
tramentos: controle (B — 0 g/mL) e testemunha, sem a aplicacdo de tratamento (T). Logo
apo6s a aspersdo, dos tratamentos, as placas de Petri foram novamente incubadas a
temperatura de 22 + 3 °C e fotoperiodo de 12 horas na BOD, sendo que a primeira avali¢ao
foi realizada apds 12h de incubacéo e continuou até o crescimento total da testemunha. A

formacéo da leséo foi mensurada com auxilio de um paquimetro digital.

9.7. Delineamento e Estatistica dos Testes in vitro

Usou-se no experimento o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial, que consistiu em: dois tipos de extratos de P. aduncum (folhas e
inflorescéncias); trés espécies de fungos (S. sclerotiorum, C. gloeosporioides e R.
stolonifer); Sete tratamentos, que consistiram em diferentes concentragcdes dos extratos
hexanicos. As concentragdes foram obtidas a partir da diluigdo do extrato vegetal (EV) em
acetato de etila PA., sob esquema de dilui¢do seriada com as concentragdes: 0,4; 0,2; 0,1;

0,05; 0,025 g/mL, o solvente acetato de etila (branco) e a testemunha com 5 repeticdes por
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tratamento, perfazendo 210 unidades experimentais (2x3x7x5=210). Os dados de
percentual de inibicdo do crescimento micélial, foram submetidos a teste de normalidade
no qual pdde-se verificar a distribuicdo normal dos pardmetros avaliados. Para a estatistica
descritiva, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com uso Teste de
Tuckey (p<0,05) aléem do software R Core Team 8.0. Os resultados foram expressos na

forma de tabelas.

9.8. Teste antifingico in vivo em plantas de soja

Plantas de Glycine max ciclo superprecoce Cultivar Foco foram cultivadas em
sacos plasticos de 2 kg contendo como substrato areia com NPK (4-30-16), e foram
mantidas em casa de vegetacao a temperatura ambiente com fotoperiodo de 12 horas pelo
periodo de 15 dias com irrigacdo manual. Foi utilizada a metodologia de Garcia et al.,
(2015), as plantas de soja com 15 dias de idade foram levadas para o Laboratério de
Quimica e Produtos Naturais do Instituto Federal Goiano para a inocula¢do do fungo em
nas folhas de soja. A inoculacdo se deu com a insercdo de discos com 7 mm de diametro
da cultura do fungo crescido em meio BDA por 4 dias na porc¢do adaxial de folhas. Apés
a inoculacéo as plantas foram mantidas em 22°C + 3°C com 90% de umidade e fotoperiodo
de 12 horas, por 24 horas para o crescimento inicial do fungo. Passada as 24h as plantas
de soja foram tratadas com as solucdo dos extratos mais ativos, que foram preparadas com
mesma metodologia do teste da folha destacada. As concentracdes mas ativas foram: EH-
FO(C1-0,4g/mLeC2-0,2g/mL)eEH-IN(C1-0,4g/mLeC2-0,2g/mL), além dos
seguintes tramentos: controle (B — 0 g/mL) e da testemunha (T). Logo ap6s a aplicacéo
dos tratamentos por aspersdo com uso de borrifador manual, as folhas foram mantidas a
22°C £ 3°C com 90% de umidade e fotoperiodo de 12 horas. As areas das leses foram
mensuradas com um paquimetro digital apds 24h da aplicacdo dos tratamentos até o

crescimento total do fungo nas folhas das plantas do controle negativo.

9.9. Analise estatistica dos testes in vivo

Os experimentos dos testes da folha destacada e da soja in vivo foram montados
em deliniamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial. Constituido de seis
tratamentos: controle, testemunha e as 4 concentragdes mais ativas de EH-FO e EH-IN,
com cinco repeti¢Ges por tratamento, perfazendo 60 unidades experimentais tanto para o
teste da folha destacada quanto para o teste antifungico in vivo em soja (2x6x5=60). Os

dados dos percentuais de inibi¢cdo do crescimento micelial (PIC), foram submetidas ao



mesmo teste de normalidade (Shapiro-Wilk) (CARVALHO NETO et al., 2023).

10. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os constituentes volateis de EH-FO e EH-IN foram identificados por GC-FID e
GC-MS. O total de constituintes identificados em EH-FO e EH-IN foram de 96.9% e
91.8%, respectivamente. Os compostos majoritarios de EH-FO foram: germacreno B
(33.1.2%), valenceno (14.5%) e B-cadineno (9.1%) (Tabela 1). Outros trés constituintes
majoritarios foram identificados em EH-IN sendo eles: oxido de cariopileno (20.5%),
espatulenol (15.2%) e germacreno B (9.7%) (Tabela 1).

Tabela 1: Constituentes volateis identificados (EH-FO) e de Piper aduncum (EH-IN)

(Piperaceae).

% RA

Composto RT (min)  Rlexp R it EH- EH-

FO IN

a-cubebeno 33.57 1350 1351 09 8.2
B-elemeno 34.59 1373 1375 19 23
Isoledeno 34.76 1376 1377 05 —
[-cubebeno 35.33 1389 1390 65 —
B-cariofileno 36.43 1416 1418 — 37
y-elemeno 36.78 1425 1423 50 —
Aromadendreno 37.10 1438 1439 21 1.0
a-selineno 37.71 1449 1451 — 26
a-humuleno 37.94 1455 1455 81 —
Aloaromadendreno 38.12 1459 1460 — 6.0
B-Cadineno 38.58 1471 1472 9.1 5.2
y-muuroleno 38.76 1475 1476 1.3 1.0
B-selineno 38.88 1483 1485 6.8 —
Valenceno 39.38 1491 1491 145 6.4
Biciclogermacreno 39.56 1493 1493 29 35
a-Cadineno 41.15 1537 1538 10 —
Germacreno B 41.95 1559 1560 331 9.7
Espatulenol 42.48 1574 1575 — 15.2

Oxido de Isoaromadendreno 42.71 1578 1579 — 20
Oxide de cariofileno 42.89 1583 1581 0.8 205
Viridiflorol 43.16 1589 1590 06 —
Epoxido de Humuleno 43.93 1610 1609 — 0.9
Isospatulenol 44.23 1630 1631 18 —
a-muurolol 45.19 1645 1645 — 11

Oxido de Aromadendreno 45.91 1667 1668 — 1.8
Oxido Aloaromadendreno 47.03 1696 1697 — 0.7
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos 93.7 49.6
Sesquiterpenos Oxigenados 3.2 422
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Total 96.9 91.8

RT: Tempo de retencdo; Rlexp: indice de retencio determinado em relagéo aos n-alcanos
(C8- C20) na coluna Rtx-5MS; RIlit: indice de retencdo da literatura (Adams, 2007);
%RA: Abundécia relativa. NUmeros em negrito, representam os constituentes majoritarios

dos extratos hexanicos.

Os resultados deste estudo divergem dos obtidos por Lucena et al., (2017) que
demonstrou em sua analise por GC-MS que o extrato hexanico das folhas de P. aduncum
era composto majoritariamente por apiole (90.7%). Chama-se a atencédo para o fato de que
este fenilpropanoide, o apiole, ndo foi identificado em EH-FO nem no EH-IN de P.
aduncum ocorrente no Cerrado goiano. Em estudo realizado por Santos e colaboradores
(2013) é relatado que os constituintes majoritarios do extrato hexanico de P. aduncum
foram: cariopileno, a-calacoreno, y-elemeno, cis-y-elemeno, germacreno D, linalol, oxido
de linalol, nerolidol, B-elemeno, 8-cadineno, a-cariofileno e falcarinol. A presenca ou nao
de alguns constituintes quimicos em diferentes extratos de P. aduncum pode ser explicada
pela acdo de fatores como solo, sazonalidade, tempo de colheita, preparo do material e a
parte da planta utilizada (OLIVEIRA SOUZA et al., 2020).

As diferentes concentracdes de EH-FO, contra os fungos S. sclerotiorum, C.
gloeosporioides e R. stolonifer, apresentaram baixo coeficiente de variagdo nos testes
estatisticos. Os tratamentos com as maiores concentracfes - 0,4 e 0,2 g/mL - tratamentos
C1 e C2 respectivamente, ndo diferiram estatisticamente entre si, e apresentaram 0s
maiores valores médios de inibicdo contra os trés fungos avaliados. O fungo R. stolonifer
apresentou maior inibi¢cdo com valores médios acima de 80% nas maiores doses (C1 e C2).
O S. sclerotiorum apresentou menores valores de inibicdo em todos os tratamentos, ndo
alcancando os 50% de inibicdo micelial. Para o fungo C. gloeosporioides o resultado mais
expressivo foi na concentragdo C1 atingindo 80.73% de inibi¢do. Ademais, o controle (B)
e testemunha (T) foram iguais estatisticamente ndo havendo inibic¢&o fungica (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antifungica in vitro de EH-FO pelo metodo da difuséo do disco.

% de inibigdo
C1 C2 C3 C4 C5 B T
SSC 48.02b 4353c 17.88c 8.18a 0.0b 0.0a 0.0a
RST 94.42a 93.78a 73.87a 74.03a 6l64a 0.0a 0.0a
CGL | 80.73¢c 67.78b 63.78b 17.28b 0.0b 0.0a 0.0a

Fungos
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*Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,005). SSC: S.

sclerotiorum. RST: R. stolonifer. CGL: C. gloeosporioides

Nos testes com EH-IN, as concentragdes 0,4 e 0,2 g/mL, tratamentos (C1) e (C2),
ndo diferiram estatisticamente entre si e apresentaram maiores valores médios de inibigdo
fangica. EH-IN conseguiu inibir em 100% o crescimento de S. Sclerotiorum (Tabela 3).
Contra o fungo C. gloeosporioides o melhor resultado de inibicdo foi obtido em C1 com
80.73%, valor igual ao demostrado por EH-FO. E notavel que EH-IN demostrou-se mais
eficiente contra R. stolonifer, por apresentar inibicdo acima de 60% até em menor
concentragdo 0,05 g/mL (C4), Tabela 3. E digno de nota mencionar que Ademais, nos
tratamentos: controle (B) e a testemunha (T), os fungos tiveram desenvolvimento pleno,

reforcando que o acetato de etila ndo interferiu nos resultados dos testes in vitro.

Tabela 3. Atividade antifungica in vitro de EH-IN pelo metodo da difuséo do disco.

% de inibicdo

Fungos

C1 C2 C3 C4 C5 B T
SSC 100 a 100 a 53.65a 46.62 b 36.62 a 0.0a 0.0a
RST 89.60 b 83.73b 73.04a 69.40 a 0.0b 0.0a 0.0a
CGL 80.73 ¢ 67.56 C 63.78 b 17.28 ¢ 0.0b 0.0a 0.0a

*Medias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,005). SSC: S.
sclerotiorum. RST: R. stolonifer. CGL: C. gloeosporioides

Os resultados obtidos neste estudo com EH-FO e EH-IN sdo condizentes e
complementam o estudo realizado por Valadares e seus colaboradores (2020), no qual os
oleos essenciais das folhas e inflorescencias de P. aduncum foram altamente ativos contra
S. sclerotiorum. Os extratos hex&nicos e 6leos essenciais sdo hidrofobicos e este fator
facilita sua permeabilidade pela membrana celular levando a morte celular pela da perda
de ions e materiais celulares, consequentemente inviabilizando o desenvolvimento fungico
(TOIGO, FERNANDES, MIRANDA, 2022). Outro aspecto que pode explicar a melhor
atividade antifungica de EH-IN é a sua maior concentracdo do constituinte quimico oxido
de cariofileno (20.5%), um poderoso antifingico in vitro contra fitopatégenos
(SIVANANDHAN et al., 2018). EH-IN apresenta o sesquiterpeno espatulenol (15.2%)
enquanto no EH-FO ndo foi identificado. A presenca do espatulenol também pode reforcar
a melhor atividade do EH-IN quando comparado ao EH-FO, uma vez que este constituinte

quimico possui promissor potencial antimicrobiano (CAZELLA et al., 2019). Em adicéo,
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ressalta-se também a existéncia das interacGes sinérgicas entre todos os constituintes
quimicos de EH-FO e EH-IN que juntos puderam favorecer a inibi¢cdo micelial dos fungos
testados (SILVA et al. 2019).

Nos bioensaios realizados no teste da folha destacada de plantas de soja (Glycine
max) com EH-FO e EH-IN, os tratamentos com as maiores doses dos extratos (C1 e C2)
inibiram significativamente e a formacao de necrose em folhas com 5 dias apds inoculagao
dos discos contendo o fungo escolhido, o S. sclerotiorum (Figura 1). O EH-FO apresentou
alta viscosidade, menor efetividade e versatilidade na aplicagdo em relacdo ao EH-IN. Os
tratamentos sem extratos utilizando apenas o controle (B) e testemunha (T) apresentaram
alto grau de dano ao tecido foliar por conta da contaminacgéo acelerada pelo fungo, sendo
possivel vizualizar com facilidade os micélios fungicos. Os resultados estatisticos dos

testes da folha destacada podem ser conferidos na Quadro 7.

Quadro 7. Avaliacdo in vitro da atividade antifingica de EH-FO e EH-IN contra S.

sclerotiorum pelo teste da folha destacada

% de inibicado
S. sclerotiorum
EH-FO [C1] 43.86 c
EH-FO [C2] 51.01b
EH-IN [C1] 99.07 a
EH-IN [C2] 98.96 a
B 0.0d
T 0.0d

*Medias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,005). SSC: S.
sclerotiorum. RST: R. stolonifer. CGL: C. Gloeosporioides. [C1] e [C2]: maiores
concentragdes usadas nos testes.
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Figura 5. Folhas de soja no teste da folha destacada com aplicagédo dos extratos mais ativos
5 dias apds inculadas com o fungo do mofo branco. 1: folha sem tratamento. 2: folha
pulverizada com EH-IN na concentragdo C2. 3: folha pulverizada com EH-IN na
concentragéo C1.

Observou-se o baixo percentual de inibi¢do do crescimento micelial em 43% (C1)
e 51% (C2) de EH-FO, enquanto nas concentragdes C1 e C2 de EH-IN obteve-se resultados
expressivos, superiores a 98% revelando seu alto controle do fungo S. sclerotiorum. Este
dado revela o potencial fungicida promissor de EH-IN. Pode-se observar que 0s ensaios
em folhas destacadas séo bastante promissores no sentido de determinar a eficiéncia de
extratos no controle de doengas, uma vez que as condigdes oferecidas para o
patégeno colonizar a planta como temperatura e umidade elevadas sdo Otimas
favorecendo a expressdo maxima da doenca nos tecidos da planta. 1sso pode ser constatado
nos trabalhos realizados por Fonseca et al., (2020) que demostrou que as doencas
causadas pelos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii foram satisfatoriamente controladas
em folhas destacadas, uma vez que os extratos avaliados foram tdo ativos quanto o
fungicida comercial utilizado.

Para os testes in vivo na soja foi observada pouca diferenca em numeros
percentuais de inibicdo fungica em relacdo ao teste da folha destacada. A aplicacdo de EH-
IN em plantas de soja demonstrou efetiva inibicdo do crescimento do S. sclerotiorum
(superior a 97%; Tabela 8), além disso ndo foi observada a formacéo de areas necrosadas
ou doentes (Figura 6). Observa-se na Figura 6 que a planta controle foi totalmente
consumida pelo mofo branco enquanto a planta tratada com EH-IN na concentracdo C1
preservou suas estruturas majoritariamente saudaveis. HE-FO exibiu fraca atividade
inibitéria com valores de 40.42% (C1) e 42.33% (C2), Quadro 8. O controle (B) mostrou

que o solvente usado para dilui¢do dos extratos ndo interferiu no crescimento do fungo.

Quadro 8. Atividade inibitdria in vivo de EH-FO e EH-IN contra S. sclerotiorum em plantas

de soja

% de inibi¢do
S. sclerotiorum

EH-FO [C1] 40.42 b
EH-FO [C2] 42.33 b
EH-IN [C1] 98.84 a
EH-IN [C2] 97.54 a
B 0.0c
T 00c
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*Medias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=0,005). SSC: S.
sclerotiorum. RST: R. stolonifer. CGL: C. gloeosporioides. [C1] e [C2]: maiores
concentragdes usadas nos testes

Figura 6. Plantas de soja acometidas com inéculo do fungo S. sclerotiorum nos tramentos:
testemunha (a esquerda) e concentracdo C1 (a direita) de EH-IN.

Os testes in vitro e in vivo comprovaram a agdo fungicida promissora de EH-IN
contra o fungo causador da doenca mofo branco na soja. Sugere-se que a viscosidade e a
consisténcia xaroposa de EH-FO possa ter interferido negativamente nos resultados dos
testes realizados. Em adicdo, a variacdo da inibicdo fungica em funcéo da concentracao
dos extratos hexanicos demonstrou uma relacdo de dependéncia entre as concentracdes
dos produtos naturais e a inibi¢do de fungos agricolas. Em se tratando de extratos vegetais,
a literatura descreve que quanto maior a concentracdo de metabdlitos secundarios
bioativos e a sinergia entre esses compostos a propriedade fungitdxica de extratos pode
ser consideravelmente potencializada (VILAMIL et al., 2021).

Por outro lado, é importante ressaltar que, testes in vivo em plantas estao sujeitos
a respostas bioldgicas, da propria planta contra os fitopatdgenos. As plantas possuem
mecanismos de defesa quando acometidas por patdégenos e comegam a responder
imediatamente através da producdo de substancias especificas como forma de defesa e
resisténcia, levando ao abortamento de estruturas lesionadas ou contaminadas
(STANGARLIN et al., 2011). Contudo, estudos com extratos vegetais que visam 0
controle de fungos que acometem plantas sdo importantes no campo da agrogquimica, pois
permitem vias alternativas, sustentaveis e menos téxicas para o uso por produtores da

agricultura familiar ou produtores de cultivo organico (VILAMIL et al., 2021).
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11.  CONCLUSAO

Os compostos majoritarios em EH-FO foram: germacreno B, valenceno e f-
cadineno. Outros trés constituintes majoritarios foram identificados em EH-IN sendo eles:
oxido de cariofileno, espatulenol e germacreno B. Nas condi¢Ges em que foram realizados
0s experimentos biologicos, pode-se concluir que o EH-IN apresenta melhor acédo
inibitoria no crescimento micelial do fungos avaliados, enquanto EH-FO revelou baixa
atividade nos testes in vitro e in vivo. EH-IN mostrou-se altamente ativos em todos os
testes feitos. Em suma, este estudo contribui para pesquisas futuras com a espécie P.
aduncum e para o desenvolvimento de defensivos agricolas naturais envolvendo

compostos bioativos obtidos de plantas.
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14. CONCLUSAO GERAL

Os compostos majoritarios presentes identificados nos extratos hexanicos das
folhas sdo: Germacreno B (33.1%), valenceno (14.5%), B-cadineno (9.1%). No extrato
hexanico das inflorescencias (EH-IN) Oxido de cariofileno (20.5%), espatulenol (15.2%),

germacreno B (9.7%).

O extrato hexanico das flores de P. Aduncum apresentou atividade antifingica
contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum nas maiores concentragdes, inibindo 100% das

colénias do fungo supracitado.

Tanto o extrato das folhas como a das inflorescéncias da apresentaram
significativa reducdo crescimento micelial do fungo Rhizopus stolonifer, obtendo menor
crescimento médio em todos os tratamentos, possibilitando a reducdo na dispersao de

€SpOoros.

Os extratos hexanicos das inflorescéncias de P. Aduncum tem potencial para
utilizacdo no manejo integrado de doengas na soja, reduzindo a severidade da doenga mofo

branco.



15. ANEXOS

Imagens das fases dos experimentos desenvolvidas pelo autor.
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Imagens: Producdo dos extratos vegetais hexanicos
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Imagens: Cultivo da soja para os testes in vivo e folha destacada

67



G

o3

Gt

Imagens:

Realizag&o dos testes in vivo na soja
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