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RESUMO

As espécies do género Piper caracterizam-se por apresentar alta diversidade quimica
relacionada as diferentes classes de metabdlitos secundérios, tais com amidas
isobutilicas, piperidinicas e pirrolidinicas, cromenos, derivados prenilados do acido
benzoico, flavonoides, lignanas, fenilpropanoides, terpenos, entre outros. Varias
amidas foram isoladas de espécies do género Piper e estas atraem interesse para
aplicacédo agricola, pois tem demonstrado propriedades inseticidas e fungicidas. Piper
arboreum e Piper tuberculatum contém amidas que apresentaram atividade
antifingica contra o fungo do género Cladosporium. Diante disso este estudo teve por
objetivo avaliar o potencial antifungico dos extratos brutos, fragcdes e amida isolada de
P. arboreum e P. tuberculatum sobre cultura in vitro de fungo do género Fusarium sp.
Investigou o mecanismo de acao antifingico por meio da determinagéo da atividade
pro e oxidativa dos extratos, fracdes e compostos isolados sobre cultura de Fusarium
Sp. exposta aos mesmos, por meio da determinacdo das enzimas antioxidantes. Na
avaliacdo antifingica por meio de cultura em placas os extratos e fracdes inibiram o
crescimento das culturas expostas aos mesmos. Estes, resultados corroboram com
0s ensaios de microduluicdo e fermentacdo submerca, destacando-se a espécie P.
tuberculatum. Os ensaios pro-oxidantes e de determinacéo das enzimas antioxidantes
em cultura de Fusarium sp. expostas aos extratos, fracdo e amida isolada de P.
tuberculatum resultaram em um possivel mecanismo de acao para estes compostos,
pois tanto a agdo pro como a oxidativa foi aumentada nas culturas tratadas, o que
resultou na diminuicdo consideravel do crescimento micelial e da biomassa final da
cultura. Perante o exposto € possivel concluir que as espécies do género Piper
avaliadas neste estudo apresentaram potencial para inibicdo do crescimento micelial
em cultura de Fusarium sp. Os extratos, fracdes e amida demonstraram atividades
antifangicas e/ou fungiostaticas, sendo a atividade pro-oxidativa e oxidante
possivelmente seu principal mecanismo de acao.

Palavras chave: Crescimento Micelial, Estresse Oxidativo, Fungistatico, Fungicida,
Piplartina.
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sSp. exposto a extratos brutos, fracfes e amida isolada de espécies do género
Piper. 2023. Tese (Doutorado em Biotecnologia). — Instituto de Quimica, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2023.

ABSTRACT

Species of the genus Piper are characterized by high chemical diversity related to
different classes of secondary metabolites, such as isobutyl, piperidine and pyrrolidine
amides, chromenes, prenylated derivatives of benzoic acid, flavonoids, lignans,
phenylpropanoids, terpenes, among others. Several amides have been isolated from
species of the genus Piper and these are of interest for agricultural application, as they
have demonstrated insecticidal and fungicidal properties. Piper arboreum and Piper
tuberculatum contain amides that showed antifungal activity against the fungus of the
genus Cladosporium. Therefore, this study aimed to evaluate the antifungal potential
of crude extracts, fractions and isolated amide of P. arboreum and P. tuberculatum on
in vitro culture of fungus of the genus Fusarium sp. Investigated the mechanism of
antifungal action by determining the pro and oxidative activity of extracts, fractions and
compounds isolated on Fusarium sp. culture exposed to them, by means of the
determination of antioxidant enzymes. In the antifungal evaluation through plate
culture, the extracts and fractions inhibited growth in cultures exposed to them, similar
results were also observed for the microdulution and submerged fermentation assays,
with emphasis on the P. tuberculatum species. The pro-oxidant assays and
determination of antioxidant enzymes in Fusarium sp. culture exposed to extracts,
fraction and isolated amide of P. tuberculatum resulted in a possible mechanism of
action for these compounds, since both the pro and oxidative action was increased in
the treated cultures, which resulted in a considerable decrease in mycelial growth and
in the final biomass of the culture. Given this, it is possible to conclude that the species
of the genus Piper evaluated in this study showed potential for inhibiting mycelial
growth in Fusarium sp. The extracts, fractions and amide demonstrated antifungal
and/or fungiostatic activities, with pro-oxidative and oxidant activity possibly being its

main mechanism of action.

Keywords: Mycelial Growth, Oxidative Stress, Fungistatic, Fungicide, Piplartine.
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Vista parcial do Parque Estadual da Serra da Tiririca, Rio de
Janeiro, Brasil, e espécies de Piper inventariadas. (a= vista do
Alto Mourédo e Costdo de Itacoatiara; b= P. aduncum; c= P.
amalago; d= P. amplum; e= P. anisum; f= inflorescéncia de P=
anisum; g. lamina foliar de P= arboreum var. arboreum; h= base
da lamina foliar de P. arboreum var. arboreum; i= P. arboreum
var. hirtelum; j= P. divaricatum; k= P. hoffmannseggianum; I= P.
hoffmannseggianum; m= P. klotzschianum; n= P. mollicomum;
0= P. rivinoides; p=P. tuberculatum.)...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiie e

Piper arboreum var. arboreum. Bainha sulcada, estendendo-se
até o nivel basal da lamina, nota-se extremidade superior da
bainha sobreposta a lamina foliar (2, 3. Piper tuberculatum var.
tuberculatum. Bainha circinada vista pela face abaxial e base
assimétrica da lamina foliar. Face adaxial da bainha com
emergéncias secretoras. Barras: Fig.1 =1 cm; Figs 2, 3=5 mm)

Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de
Piper arboreum (Piperaceae) (Fotomacrografias (A-E; M).
Fotomicrografias estereoscopicas por contraste de interferéncia
diferencial (F). Desenho em planta baixa (G). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (H; J-L). Fotomicrografias por
luz transmitida (I). A. Aspecto morfolégico geral. B-E. Drogas
vegetais hidratadas. B. Visdo geral da folha. C. Apice. D.
Margem. E. Base, notar insercao do peciolo (seta). F. Superficie
de fratura da lamina foliar. G-l. Padr6es de venacao foliar. G.
Padrdo geral de venacdo, notar arco de nervuras secundarias
(elipse) e nervuras intersecundarias (setas). H. Detalhe das
aréolas e vénulas. |. Venacdo ultima marginal, notar vénulas
livres (setas). J. Visdo geral da face abaxial do peciolo e bainha
foliar, notar fissuras (asteriscos) e estrias longitudinais (setas).
K. Seccéo transversal do peciolo, notar elementos lignificados
(asteriscos). L. Detalhe da bainha foliar, notar protuberancias
(setas). M. Droga vegetal pulverizada. Face adaxial (fad). Face
abaxial (fab). Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar
(baf). Vénula simples linear (I). Vénula simples curva (c). Vénula
ramificada uma vez (bl), duas vezes (b2) e trés vezes (b3).
Margem (mg). Esta figura é colorida na versao eletrénica) ..........

Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de
Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). (Fotomacrografias (A-E;
0O). Fotomicrografias estereoscopicas por contraste de
interferéncia diferencial (F). Desenho em planta baixa (G).
Fotomicrografias por luz transmitida (H; 1). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (J-N). A. Aspecto morfologico
geral. B-E. Drogas vegetais hidratadas. B. Viséo geral da folha.
C. Apice. D. Margem. E. Base, notar inserc¢do do peciolo (seta).
F. Superficie de fratura da lamina foliar. G-1. Padrbes de venacéao

25

27

29



Figurab -

Figura6 -
Figura7 -
Figura8 -

Figura9 -

Figura 10

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

foliar. G. Padrdo geral de venacdo, notar nervuras
intersecundarias (setas). H. Detalhe das aréolas e vénulas. I.
Venacao ultima marginal, notar l6bulo (seta). J e K. Viséo geral
do peciolo e bainha foliar, notar emergéncias (setas). Peciolos
reto (J) e curvo (K). L e M. Detalhes do peciolo. L. Superficie da
face abaxial, notar estrias longitudinais (setas). M. Seccao
transversal, notar elementos lignificados (asteriscos). N. Detalhe
da face adaxial da bainha foliar, notar estrias longitudinais
(setas). O. Droga vegetal pulverizada. Face abaxial (fab).
Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf). Vénula
simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1l), duas vezes
(b2) e trés vezes (b3). Margem (mg). Esta figura é colorida na
VErsao eletrONiCa) .........evvvvuuuuiiiiii e cei e e e e e

Antifungal metabolites isolated from Piper tuberculatum
(Piperina (1),4,5-diidropiperlonguminina (2), fagaramida (3),
diidropiplartina (4) e pellitorina (5) ...,

Amidas isoladas de Piper..........oooiiiiiiiiiiiiiieie e
Estruturais quimicas das amidas detectadas por CLAE-EM/EM...
Fungos isolados de FUuSarium SP........ccoeeveoiniiiiiiiiiieeiee e
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100 mg/mL e (A4) 50 mg/mL, (B1) raiz 100 mg/mL e (B2) 50
mg/mL. Extrato hidrometandlico (C1) de caule 100 mg/mL e (C2)
50 mg/mL, extrato hexanico (C3) de caule 100 mg/mL e (C4) 50
mg/mL. Extrato acetato de etila (D1) de raiz 100 mg/mL e (D2)
50mg/mL. Extrato hidrometandlico (E1) de folha 100 mg/mL e
(E2) 50 mg/mL, extrato hexanico (E3) de folha 100 mg/mL e (E4)
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tuberculatum, (A1) folha 100 mg/mL e (A2) 50 mg/mL, (A3) caule
100 mg/mL e (A4) 50 mg/mL, (A5) raiz 50 mg/mL. Extrato
hidrometandlico, (B1) caule 100 mg/mL e (B2) 50 mg/mL. Extrato
hexanico (B3) caule 100 mg/mL e (B4) 50 mg/mL. Extrato
acetato de etila (B5) caule 100 mg/mL e (B6) 50 mg/mL. Extrato
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Placa de teste de microdiluicdo apoOs aplicacdo do revelador
TTC, com esxtrato bruto de P. arboreum e P. tuberculatum em
Fusarium sp. CN= Controle negativo (meio de cultivo+indculo).
(A = extrato bruto etandlico de P. arborium; A1 = caule+meio de
cultivo; A1’= caule+meio de cultivo+inoculo nas concentragdes
200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL. A2 =folha+meio
de cultivo; A2’= folhatmeio de cultivo+inéculo nas
concentra¢des 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL.
A3 = raiz+ meio de cultivo; A3’= raiz+meio de cultivo+inéculo
nas concentragcdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL). (B = extrato bruto etandlico de P. tuberculatum; B1 =
caule+meio de cultivo; B1’= caule+meio de cultivo+inoculo nas
concentracdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL.
B2 = folha+tmeio de cultivo; B2’= folha+meio de cultivo+inéculo
nas concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL. B3= raiz+ meio de cultivo; B3’= raiz+meio de
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cultivo+inéculo nas concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12 e 1,56 mg/mL; C3 =folha (acetato de etila)+ meio de cultivo;
C3’= folha (acetato de etila)+meio de cultivo+inéculo nas
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concentragbes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
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fracBes de P. arboreum. (A = Controle negativo (BSA 2 mg/mL);
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PTC2; 3= BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PTF; 4= BSA + Cu +
extrato (2 mg/mL) PTF3; 5) BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PTR2;
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Gel de poliacrilamida corado comComassie Blue que mostra
degradacéao oxidativa da albumina na presenca de fragces de P.
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1. Introducéo

A familia Piperaceae € representada no Brasil por quatro géneros:
Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia, dentre estes, o género Piper é o que
possui maior nimero de representantes (BARROSO, 1978; SANTOS et al.,
2012).

Diversas espécies do género Piper sdo amplamente utilizadas na
medicina popular em varias partes do mundo e tém sido relatadas por
produzirem compostos com propriedades biolégicas e farmacoldgicas diversas
(SANTOS et al.,, 2012). Uma das caracteristicas das espécies de Piper é
possuirem um sabor forte e um cheiro aromatico, caracteristica esta que faz as
tais serem listadas entre as especiarias, principalmente em temperos picantes,
além se destacarem como farmacos e no controle de pragas e insetos
(SENGUPTA; RAY, 1987; PARMAR et al., 1997).

As espécies do género Piper sdo predominantemente de crescimento
rapido, apresentam-se como arbustos, sdo plantas aroméaticas e muitas delas
possuem atividade antisséptica, inseticida, tripanocida e antimicrobiana
(GUERRINE et al., 2009; FELIPPE et al., 2008).

Este género caracteriza-se por apresentar alta diversidade quimica
relacionada a diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais com amidas
isobutilicas, piperidinicas e pirrolidinicas, cromenos, derivados prenilados do
acido benzoico, flavonoides, lignanas, fenilpropanoides, terpenos, entre outros
(CORREA; STERNER; ECHEVERRI, 2011; COSTA; BITTENCOURT;
MALHEIROS, 2013; JENSEN; HANSEN; BOLL, 1993; LAGO et al.,2004;
PARMAR et al., 1997; SENGUPTA E RAO, 1987;).

A piperina é o alcaloide em maior propor¢cdo em algumas espécies deste
género (CHAUDHRY, TARIQ, 2006; FANI, 1992; PISSINATE 2006; ROGER,
1998) e exerce efeito terapéutico sobre o sistema imunologico (CARDOSO et al.,
2005), apresenta atividade citotdxica, anti-inflamatéria, antipirética, analgésica,
antioxidante, antitumoral, antifingico e bactericida (BOMTEMPO, 2007).

Vérias amidas foram isoladas de espécies de Piper e estas geram
interesse para aplicagcdo agricola, pois tém demonstrado propriedades
inseticidas e fungicida (NAVICKIENE et al., 2000). Silva et al., (2001) isolaram
varias amidas de espécies de Piper especificamente da Piper arboreum e Piper

tuberculatum, principalmente as amidas que contém isobutilo, pirrolidina, partes
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di-hidropiridona e piperidina, as quais apresentaram atividade antifingica contra
fungos do género Cladosporium.

O género Fusarium sp. por sua vez compreende alguns dos mais
devastadores patdgenos de plantas, levam a centenas de milhdes de dolares em
perdas anualmente na agricultura, ocasionando até mesmo o deslocamento
geografico de areas de cultivo e até mesmo o desaparecimento completo da
pratica agricola em locais afetados e de ocorréncia destes fungos.

Atualmente as tentativas de supressdo e combate as doencgas causadas
por este género de fungo apenas produziu um sucesso parcial. Nas ultimas
décadas uma variedade de programas de pesquisa e artigos dedicados a
desenvolver novas estratégias para gerenciar o Fusarium sp. diminuiu a falta de
recursos financeiros para explorar a longo prazo estratégias para avaliar padrdoes
de rotacdo e para selecionar e desenvolver agentes de controle bioldgico
(ELMER, 2015).

A utilizacao do controle biologico ja é bastante empregada na horticultura
e floricultura e sua aplicabilidade para grandes culturas esta se tornando uma
realidade (MILANESI, 2012).

Entretanto, ainda € preciso buscar conhecimento sobre novos compostos
gue atuem de forma efetiva para mitigar e/ou eliminar os diferentes danos
causados pelo Fusarium sp. sobre as culturas de interesse econdmico
(PAGNUSSATT et al., 2014; SOUZA et al., 2012).

Somado a isso encontra-se a necessidade preemente de se estabelecer
estratégias de combate a este fitopatbgeno, com compostos naturais que
demonstrem seletividade e especificidade, e que apresentem um menor impacto
ao ambiente, diminuindo assim o0s riscos que o0s antifangicos atuais
proporcionam tanto ao meio ambiente como a cadeia alimentar afetado desde
animais como a seres humanos (ELMER,2015).

Diante disso compostos quimicos naturais provenientes do metabolismo
secundario vegetal e com atividade oxidante, que tenham a capacidade de doar
elétrons para o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio
como superoxido (O2), e levando ao estresse oxidativo com subsequente morte
do patégeno (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996), podem surgir como
alternativa para o controle de diferentes pragas, entre as quais os fungos do

género Fusarium sp.
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Assim, o estudo do estresse oxidativo por meio da avaliacdo e
determinacdo das enzimas antioxidantes expressas por microrganismos em
condicOes de estresse, tornou-se uma ferramenta importante para mensurar o
possivel mecanismo de morte e diminuicdo populacional dos patdgenos
expostos aos compostos oxidativos (DARIER et al., 2012).

No que diz respeito as enzimas antioxidantes, estas sdo importantes na
protecdo contra diferentes radicais livres, originados durante o metabolismo
celular normal.

Os microrganismos, entre eles os fitopatdgenos, expressam e sintetizam
tais enzimas para agir contra os compostos oxidantes como resposta primaria
de defesa. Caso a defesa antioxidante nao seja suficiente para corrigir e/ou evitar
os danos oxidativos, os fungos podem ter sua populacdo reduzida e até
eliminada do meio.

Estudos recentes demonstram que compostos de origem vegetal, com
atividade oxidativa, podem controlar e/ou eliminar fungos patogénicos oriundos
de diferentes culturas (FIALHO et al.,, 2014; SIMON, 2016), avaliando
principalmente as condigbes em estresse oxidativo.

Diante do exposto este estudo justifica-se pela importancia de avaliar os
extratos brutos (folhas, caule e raiz) e amidas isoladas de Piper tuberculatum e
Piper arboreum com atividade antifiingica sobre a cultura in vitro de fungo do
género Fusarium sp. Justifica-se também por possibilitar a elucidacdo do
possivel mecanismos de acdo antifiUngica através da atividade oxidativa dos
extratos e compostos isolados destas espécies, agregando informacdes
essenciais para se estabelecer uma estratégia de controle deste fitopatdégeno,
pela utilizacdo de compostos naturais.

2. Reviséo de Literatura
2.1 Espécies estudadas

A familia Piperaceae, possui uma grande biodiversidade, encontra-se
distribuida em éareas tropicais e subtropicais. E classificada em Reino Plantae,
Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Piperales e Familia
Piperaceae (COSTA, 2011).
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Apresenta cerca de 3.700 espécies, com destaque para o género Piper
sp. Esse género possui cerca de 2.000 espécies no mundo e € um dos géneros
mais estudados. Possui potencial biotecnol6gico em diferentes areas entre elas
a saude e a agricola (OLIVEIRA et al., 2020; QUEIROZ; BARROS;
GUIMARAES, 2020; RODRIGUES; OLIVEIRA, 2021).

No Brasil, representa cinco géneros (Piper, Peperomia, Potomorphe,
Ottonia e Sarcorhachis). Possui em torno de 500 espécies, comuns nas florestas
especificamente na Mata Atlantica Tropical. O género Piper possui cerca de 200-
250 espécies, distribuidas na America Central, Norte dos Andes e no Brasil
(GUIMARAES; GIORDANO, 2004; STEYERMARK, 1984;).

Algumas espécies como a pimenta do reino (Piper nigrun) fazem parte do
mercado mundial. Ha espécies que sdo usadas como medicinais e outras como
ornamentais, no caso do género Peperomia (COSTA, 2011).

Algumas espécies sdo conhecidas pelas propriedades aromaticas, e
principalmente pela producdo de O6leos essenciais, como P. arboreum, P.
hispidum, P. crassinervium, P. lanceaefolium e P. auritum (CYSNE et al., 2005;
PARMAR et al., 1997; RIOS et al., 2007).

Fazolin et al. (2007) apresentou resultados promissores com o uso de
Oleos essenciais de P. hispidinervum e P. aduncum. Ambas as espécies
apresentaram acao inseticida, em concentracdes acima de 3,0% (v/v) e 2,5%
(v/v), respectivamente. A familia Piperaceae € bastante utilizado na medicina
popular, e seus Oleos essenciais tém alto valor econébmico e importancia
comercial. Mesquita et al. (2005) estudou espécies do género Piper amplamente
utilizadas para fins medicinais, como as propriedades antitumorais de algumas
espécies (DUH; WU; WANG, 1990). Salehi et al. (2019) estudou forte atividade
antioxidante, em comparagdo com antioxidantes sintéticos, e demonstraram
atividades antibacterianas e antifingicas contra patbgenos humanos.

Um levantamento realizado por Queiroz, Barros e Guimaraes (2020) em
remanescente de Mata Atlantica (Floresta Ombréfila Densa Submontana),
localizado na divisa dos municipios de Niteréi e Marica (RJ), foram encontradas
12 espécies do género Piper: P. aduncum, P. amalago, P. amplum, P. anisum,
P. arboreum var. arboreum, P. arboreum var. hirtelum, Piper corcovadensis var.
corcovadensis, P. divaricatum, P. hoffmannseggianum, P. klotzschianum, P.

mollicomum, P. rivinoides e P. tuberculatum (Figura 1).
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O A B A N LR\
Fonte: QUEIROZ; BARROS, GUIMARAES, 2020,

Figura 1. Vista parcial do Parque Estadual da Serra da Tiririca, Rio de Janeiro,
Brasil, e espécies de Piper inventariadas. (a= vista do Alto Mouréo e Costéao de
Itacoatiara; b= P. aduncum; c= P. amalago; d= P. amplum; e= P. anisum; f=
inflorescéncia de P= anisum; g. lamina foliar de P= arboreum var. arboreum; h=
base da lamina foliar de P. arboreum var. arboreum; i= P. arboreum var. hirtelum;
j= P. divaricatum; k= P. hoffmannseggianum; I= P. hoffmannseggianum; m= P.

klotzschianum; n= P. mollicomum; o= P. rivinoides; p= P. tuberculatum.)

O género Piper apresenta-se como plantas herbaceas, arbustivas ou
pequenas arvores, algumas espécies sao trepadeiras outras sao terrestres, com
caule provido de nos. As folhas sédo alternas, opostas, verticiladas ou basais
simples. Geralmente apresentam glandulas contendo 6leo aromético. Peciolo
com Ocrea, geralmente com bainha recobrindo o caule, projetando a margem,

dando uma idéia de estipula. As estipulas sdo presentes, persistentes ou ndo. A
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lamina é inteira, palmada-lobada ou peninérvea, as vezes lobada na base,
glabras ou pilosas (ICHASO E GUIMARES, 1977; MACHADO et al., 2017;
YUNCKER 1972, 1973).

A inflorescéncia € basicamente uma espiga pedunculada, simples, axilar
ou terminal, oposta a folha ou variavelmente arranjada em inflorescéncias
racemosas, espigadas, umbeladas ou paniculadas. As flores sdo pequenas, sem
perianto, usualmente verdes, frequentemente esbranquicadas ou amareladas,
raramente vermelhas ou mais escuras. Os frutos sdo drupaceos, carnosos ou
secos. (ICHASO E GUIMARES, 1977; YUNCKER 1972, 1973;).

2.1.1 Piper arboreum e Piper tuberculatum

Um dos géneros mais estudados é o Piper, pertence a familia Piperaceae,
gue possui grande biodiversidade. Possuem diversas espécies que Sao
utilizadas em areas bioldgicas e quimicas. (OLIVEIRA et al., 2020). O género
Piper inclui as espécies Piper arboreum e Piper tuberculatum (SILVA et al.,
2001). As espécies Piper arboreum e Piper tuberculatum apresentam-se como
arbustos ou arvoretas e sdo distribuidas geograficamente nas Antilhas e
Américas Central e do Sul. No Brasil, as espécies sdo encontradas desde a
regido Norte até a Sul (ANDRADE; GUIMARAES; MAIA, 2009; GUIMARAES;
GIORDANO, 2004).

S&o conhecidas popularmente por pimenta longa. Na regiao Amazonica,
ambas espécies sdo utilizadas como fins medicinais diversos. Obtidas por
extrativismo, partes aéreas dessas espécies sdo comercializadas como produtos
tradicionais fitoterapicos em mercados, feiras livres, farmacias de produtos
naturais e ervanarios. Populacfes naturais das duas espécies podem coexistir
(SILVA et al., 2016).

Machado et al. (2017) realizaram a descricdo anatébmica de P. Arboreum
e P. tuberculatum (Quadro 1) de acordo com as técnicas usuais de anatomia e
detectaram importantes diferencas entre os taxons. P. arboreum possui bainha
sulcada e contém espacos intercelulares, lamina foliar com hipoderme
biestratificada, parénquima palicadico uniestratificado e nervura principal
cbncavo-convexa (Figura 2). P. tuberculatum possui bainha de disposicéo

circinada, com espacos intercelulares pequenos, lamina foliar com hipoderme
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uniestratificada, parénquima palicadico bioestratificado e nervura principal

biconvexa (Figura 2).

Fonte: MACHADO et al. (2017).

Figura 2. Piper arboreum var. arboreum (1). Bainha sulcada, estendendo-se até

o nivel basal da lamina, nota-se extremidade superior da bainha sobreposta a
lamina foliar (2, 3. Piper tuberculatum var. tuberculatum. Bainha circinada vista
pela face abaxial e base assimétrica da lamina foliar. Face adaxial da bainha

com emergéncias secretoras. Barras: Fig.1 =1 cm; Figs 2, 3 =5 mm).

Quadro 1. Principais caracteres anatdmicos da lamina foliar que diferenciam

Piper arboreum de Piper tuberculatum.

Caracteres Téxons
Lamina Foliar P. arboreum P. tuberculatum
Estomatos salientes nivelados com a
Extratos hipodérmicos biestratificados epiderme
Paremquima palicadico uniestratificados uniestratificado
Nervura principal concavo-convexo biestratificado
Paredes periclinais externas retas biconvexa
Macigos colenquimaticos na nervura esparsos levemente papilhosas
principal faixa continua
Margem foliar mais prolongada

menos prolongada

Fonte: MACHADO et al. (2017)
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Andlises fitoguimicas apresentaram grande quantidade de metabdlicos
secundarios em espécies do género Piper. Dentre essas moléculas estao as
aristolactanas, lignoides, cromenos, flavonoides e chalconas, terpeno, acido
benzadico prenilado e amidas (BALDOQUI; BOLZANI; FURLAN, 2009; CHAVES;
OLIVEIRA; SANTOS, 2006; CHEN; LIAO; CHEN, 2007; LAGO; KATO, 2007;
MORANDIM et. al., 2005; RAMOS; KATO, 2009; SRINIVASAN, 2007; XUAN et
al., 2008;).

Estudos mostraram atividades anti-leishmaniose, trypanocida e
antifangica para as duas espécies. Para a P. tuberculatum propriedades
inseticida, larvicida, citotoxica, antitumoral, sedativa, analgésica, hipotensiva,
ansiolitica, anticonvulsivante e anti-agregacdo plaquetaria (ANDRADE,
GUIMARAES, MAIA, 2009; FACUNDO et al., 2008; FERREIRA et al., 2010;
PAES-GONCALVES et al., 2012; PARMAR et al., 1997; REGASINI et al., 2009;
TRINDADE et al., 2012).

Devido ao uso etnofarmacolégico, tanto a P. arboreum quanto a P.
tuberculatum possui potencial para serem registradas como medicamentos
fitoterapicos (SILVA et al., 2016).

Espécies de Piper possuem atividades biologicas reconhecidas de seus
fitoconstituintes. Silva e colaboradores (2016) avaliaram esses fitoconstituintes
a partir de um controle de qualidade. Caracterizaram a estrutura (Figura3 e 4) e
0s constituintes fisico-quimicos, denominando drogas vegetais foliares e
caulinares obtidas a partir de P. arboreum var. arboreum e P. tuberculatum e
estabeleceram parametros de autenticidade botanica e de grau de pureza
dessas matérias-primas vegetais bem como a correta identificacdo de espécies,
pois representam 0s primeiros passos para assegurar a qualidade de matérias-
primas vegetais e sao pré-requisitos para a producdo e registro de
fitomedicamentos (ANVISA 2010; CORTES et al., 2014).
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Fonte: SILVA et al. (2016).

Figura 3. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de Piper

arboreum (Piperaceae) (Fotomacrografias (A-E; M). Fotomicrografias
estereoscopicas por contraste de interferéncia diferencial (F). Desenho em
planta baixa (G). Fotomicrografias estereoscépicas por luz refletida (H; J-L).
Fotomicrografias por luz transmitida (I). A. Aspecto morfolégico geral. B-E.
Drogas vegetais hidratadas. B. Visdo geral da folha. C. Apice. D. Margem. E.
Base, notar insercdo do peciolo (seta). F. Superficie de fratura da lamina foliar.
G-l. Padrbes de venacédo foliar. G. Padrado geral de venacdo, notar arco de
nervuras secundarias (elipse) e nervuras intersecundarias (setas). H. Detalhe
das aréolas e vénulas. |. Venac¢do ultima marginal, notar vénulas livres (setas).

J. Viséo geral da face abaxial do peciolo e bainha foliar, notar fissuras
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(asteriscos) e estrias longitudinais (setas). K. Secc¢éo transversal do peciolo,
notar elementos lignificados (asteriscos). L. Detalhe da bainha foliar, notar
protuberancias (setas). M. Droga vegetal pulverizada. Face adaxial (fad). Face
abaxial (fab). Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf). Vénula
simples linear (I). Vénula simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1), duas
vezes (b2) e trés vezes (b3). Margem (mg). Esta figura € colorida na versao

eletronica).

Fonte: SILVA et al. (2016).
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Figura 4. Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de Piper
tuberculatum Jacq. (Piperaceae). (Fotomacrografias (A-E; O). Fotomicrografias
estereoscopicas por contraste de interferéncia diferencial (F). Desenho em
planta baixa (G). Fotomicrografias por luz transmitida (H; I). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (J-N). A. Aspecto morfolégico geral. B-E.
Drogas vegetais hidratadas. B. Visdo geral da folha. C. Apice. D. Margem. E.
Base, notar insercdo do peciolo (seta). F. Superficie de fratura da lamina foliar.
G-l. Padrdes de venacéo foliar. G. Padréo geral de venagao, notar nervuras
intersecundarias (setas). H. Detalhe das aréolas e vénulas. I. Venagéao ultima
marginal, notar I6bulo (seta). J e K. Visdo geral do peciolo e bainha foliar, notar
emergéncias (setas). Peciolos reto (J) e curvo (K). L e M. Detalhes do peciolo.
L. Superficie da face abaxial, notar estrias longitudinais (setas). M. Seccao
transversal, notar elementos lignificados (asteriscos). N. Detalhe da face adaxial
da bainha foliar, notar estrias longitudinais (setas). O. Droga vegetal pulverizada.
Face abaxial (fab). Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf).
Vénula simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1), duas vezes (b2) e trés
vezes (b3). Margem (mg). Esta figura é colorida na versao eletrénica).

As espécies do género Piper apresentam uma composicdo fitoquimica
diversificada, tendo as amidas como sendo a classe de compostos mais
caracteristico. A amida mais conhecida € a piperina, que foi a primeira amida a
ser isolada de Piper nigrum (PARMAR et.al., 1997). Também foram isoladas
outras amidas do género Piper, onde representam um grupo de compostos
naturais promissores. Esse grupo de moléculas demonstraram em estudos
grande potencial inseticida, moluscicida, antifingico e antidepressivo
(BERNARD et al., 1995; KATO; FURLAN, 2007; LAGO et al., 2004; LEE et al.,
2001;). Véarias amidas isoladas de espécies de Piperacea foram classificadas em
isobutil, pirrolidina, dropiridona e piperidina (PARMAR et al., 1997).

Na figura 5, sdo apresentados alguns compostos que foram isolados e
identificados de P. tuberculatum, como a piperina (1), piperlonguminina (2),
fagaramida (3), piplartina (4) e a pellitorina (5) (COTINGUIBA et al., 2009;
NAVICKIENE et al., 2000; RAJ et al., 2011; SILVA et al., 2001). Cotinguiba et al.
(2018) apresentou um estudo protedmico dessa espécie, onde foram

identificados mais de cem spots e varios peptideos. As funcdes desses
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peptideos estdo relacionadas a mecanismo de defesa como estresse bidtico e

abidtico.
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Fonte: NAVICKIENE et al. (2000).

Figura 5. Antifungal metabolites isolated from Piper tuberculatum (Piperina
(1),4,5-diidropiperlonguminina (2), fagaramida (3), diidropiplartina (4) e pellitorina
(5).

Navickiene et al. (2000) isolou, apresentou a estrutura e a atividade
antifangica de duas novas amidas (Figura 6) e de outras oito amidas ja
conhecidas. As amidas foram isoladas do caule de Piper hispidum (1, 3) e de
sementes de Piper tuberculatum (2, 5-10) e foram ativos contra o fungo

Cladosporium sphaerospermun.

(3Z,5Z)-N-isobutil-8-(3’,4’-metilenedioxi- 8(Z)-N-(12,13,14-trimetoxicinamoil)-A3-
fenill)-heptadienamida piridin-2-one

(Piper tuberculatum)
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Figura 6. Amidas isoladas de Piper.
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Piper arboreum € conhecida popularmente como pau-de-angola,
jaborandi, pimenta do mato, € um arbusto glabro de altura entre 2 a 4 metros, de
ocorréncia da América Central até o Sul do Brasil. E utilizada como anti-
reumatica, sudorifera, afrodisiaca e emoliente (GUIMARAES: MONTEIRO,
2006).

O dleo essencial de Piper arboreum, é especificamente obtido das folhas,
apresenta grande quantidade de sesquiterpendides, particularmente por
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e secundariamente por seus compostos
oxigenados (SALEHI et al., 2019). De acordo com Santos et al. (2001), o 6leo
essencial de P. arboreum obtido das folhas contém 65,85% de sesquiterpenos,
22,59% como hidrocarbonetos e 43,26% como oxigenados, e apenas 4,28% de
monoterpenos.

Estudos de Silva et al.,, (2017) apresentaram a composi¢cdo de Oleo
essencial de flores de espécies do Brasil e identificaram predominio de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Sendo o0s principais componentes o
germacreno D (49,3%), linalol (10,4%), germacreno A (8,5%), B-cariofileno
(6,6%), limoneno (6,3%) e B-elemeno (5,3%). Os mesmos autores, identificaram
a composicdo de um Oleo essencial obtido de caules de P. arboreum.
Identificaram novamente a predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
B-cariofileno (26,5%) e biciclogermacreno (21,1%), seguidos por ©-3-careno
(18,7%) e a-copaeno (9,0%).

Navickiene et al. (2006) relatam que os frutos de P. arboreum contém
74,4% de sesquiterpenos e 22,6% de monoterpenos, enquanto a raiz contém
72,2% sesquiterpenos e 25,6% monoterpenos.

Rossi (2019) em uma andlise de amidas produzidas por P. arboreum. Com
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(CLEM/EM), prop6s a estrutura das amidas presentes na espécie (Figura 7).

<I:WW <J©M““Q

Pentilamida do dcido piperico 4, S-diidropiperilina

N-[10- (13,14-metilenedioxifenil)-7(E)-
pentaenoil]- pirrolidina
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Fonte: Rossi, et al., (2019).

Figura 7. Estruturais quimicas das amidas detectadas por CLAE-EM/EM.

Diante de todo exposto, as espécies vegetais de Piper tuberculatum e
Piper arboreum vém sendo estudadas com o propdésito de serem candidatas a
fornecedora de compostos bioativos capazes de serem utilizados no controle de
pragas, entre eles fitopatbgenos como o fungo do género Fusarium sp. que

causa grandes danos econdmicos na agricultura.

2.2 Fungo Fusarium sp.

O género Fusarium sp. pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, a classe
Sardariomycetes, a ordem Hypocreales e a familia Nectriaceae (INDEX
FUNGORUM, 2022). Compreende alguns dos mais devastadores patégenos de
plantas custando centenas de milhdes de ddlares em perdas anualmente. Uma
pesquisa de 2012 classificou F. oxysporum e F. graminearum como o terceiro e
guarto patégenos de plantas mais destrutivos, respectivamente. Muitos desses
patégenos surgiu em novas culturas, como no caso da murcha de morango. A
murcha da banana e do tomate, sdo ameacas antigas e persistentes (CASTRO
et al., 2008). O aparecimento de novas doencgas causadas pelo Fusarium sp.,

no comercio de plantas ornamentais, ressalta a rapidez com 0s quais 0S
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patdgenos adquirem hospedeiros susceptiveis. Como no caso da Heliconia sp
(CASTRO, et al., 2008; ELMER, 2015).

Plantas resistentes ao fitopatégeno continua a ser a estratégia mais bem-
sucedida para controlar doengas causadas por esse fungo. Porém, em muitos
casos, a busca por germoplasma aceitavel em horticultura ndo apresentou
resultados efetivos. O que, por sua vez, tem forcado uma reavaliagdo das
estratégias de manejo. Muitas vezes, essas tentativas de supressao da doenca
tém apenas sucesso parcial. Ndo tem sido incomum ver areas produtivas sendo
realocadas geograficamente ou desaparecer completamente como resultado de
danos causado por doencas de Fusarium sp. (ELMER, 2015).

O fungo, pertence ao grupo dos filamentosos (Figura 1). Sdo amplamente
distribuidos no ambiente. Devido sua capacidade de se desenvolver em
temperaturas em torno de 37°C, sao seres considerados oportunistas. Podem
causar infec¢bes sistémicas em humanos, com alta mortalidade em pacientes
imunocomprometidos com alta mortalidade. Algumas espécies produzem
toxinas que afetam humanos, animais e vegetais. Das mais de 100 espécies de
Fusarium sp. descritas, somente 12 s&do consideradas patogénicas para
humanos. Entre elas se destacam F. solani, F. oxysporum e F. verticilloides
(AMARO, 2014).

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Figura 8. Fungos isolados de Fusarium sp.
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Pode ser encontrado habitando o solo, nas mais diversas regides
geogréficas do mundo, em locais de climas tropicais e subtropicais. E capaz de
sobreviver por longos periodos no solo pela formacgéo de estruturas chamadas
clamidésporos (TINOCO, 2010).

Esse fungo pode colonizar folhas, ramos, inflorescéncias e frutos por meio
dos conidios (Figura 2), sendo estes disseminados pela agua ou pelo ar
(Lazarotto, 2013; PARRY, 1990; TINOCO, 2010;).

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Figura 9. Conidios de Fusarium sp.

Na Figura 10 é possivel visualizar o ciclo de vida do género Fusarium sp.
Os clamid6sporos presentes no solo ou em restos de cultura ou em plantas
daninhas infectam as sementes ou raizes causando infec¢ao precoce da planta
e tombamento (PARRY, 1990). A disseminacéo pode ocorrer através da agua
de irrigacdo e uso de implementos agricolas que contenham propagulos de solo
contaminado pelo fitopatdgeno (DAVIS et al., 2006).

O Fusarium sp. consegue sobreviver no solo através de estruturas de
resisténcia e de estruturas internas das sementes, como é o caso do embrido.
Antes da semeadura, a diagnose preventiva e o tratamento quimico de
sementes, sdo medidas que ajudam no combate a doencas provocadas pelo
fungo. A presenca de microrganismos patogénicos, na maturidade e/ou no
armazenamento, diminui o potencial fisiolégico e a qualidade sanitaria das

sementes em maior velocidade. Outros fatores provocados pelo fungo, séo:
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gueda do poder germinativo, decréscimo no desenvolvimento de plantulas nos
seus primeiros estadios de desenvolvimento e transmissdo patdégeno para o

sistema radicular e parte aérea da planta (RAMOS et al., 2014).
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Figura 10. Esquema geral do ciclo de vida do género Fusarium sp.

Os fungos filamentosos do género Fusarium sp. Sdo responsaveis por
grandes problemas na agricultura, estando entre um dos principais fitopatégenos
do mundo (OLIVEIRA et al., 2022). Além de causar enormes perdas econémicas
nas lavouras, algumas espécies de Fusarium sp. produzem uma ampla gama de
micotoxinas nas lavouras de cereais que afetam a salde humana e animal
(OSBORNE, 2007; YANG, 2022;). Entre essas micotoxinas estéo a tricoteceno,
desoxinivalenol (DON), a nivalenol (NIV), a zearalenona (ZEA) e moniliformina
(MON) (DESJARDIN, 2006; LESLIE E SUMMERELL, 2006; ROTTER et al.,
1996; SOUZA, 2017; SPANIC, 2017).

O genero Fusarium sp. apresenta uma expressiva importancia na
agricultura por ser patdogeno para varias culturas de interesse economico tais
como milho, trigo, tomate, soja, feijdo-caupi, causando doencas conhecidas por
podriddo das raizes, murcha e fusariose (TINOCO, 2010). A figura 11 ilustra os
sintomas das doencgas provocadas por Fusarium sp. nas principais culturas
atingidas (TINOCO, 2010).
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Os sintomas da doenca caracteriza-se pela clorose e queda prematura
das folhas, reducdo do crescimento e murcha e morte das plantas
(POLTRONIERI et al., 1994).

Fonte: TINOCO (2010).

Figura 11. Sintomas das doencas provovadas por Fusarium sp. nas principais

culturas. ((A, B e C) Fusariose e podridao das raizes do milho; (D) Fusariose em
trigo; (E) Fusariose em tomate; (F) Mal do Panama em banana; (G) Fusarium sp.
em couve; (H) Podridao dos bulbos de aplho; (I) Fusarium sp. em cenoura).

Os patdgenos mais relatados e que atacam as sementes de milho,
produzindo micotoxinas, sdo do género Fusarium sp. O Fusarium verticillioides,
F. graminearum, F. subglutinans, F. sporotrichioides, F. oxysporum. Dentre as
espécies de Fusarium sp. a principal espécie que encontra nas sementes de
milho no Brasil é o F. verticillioides, sendo que o mesmo, quando presente nas
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sementes de milho, provoca reducao da germinacéo e emergéncia das plantulas,
especialmente quando estdo sob condi¢cbes adversas (SOUZA, 2017).

A cultura do trigo também é bastante afetada pela podridao da coroa (LIU
et al., 2023). Doenga também causada por Fusarium sp., que € uma doenca
fungica grave que ocorre em todo o mundo. A doenga pode reduzir a
produtividade em até 50% durante os anos epidémicos (MCMULLEN et al.,
1997). A doenca vem surgindo nas principais areas de cultivo de trigo na China
desde 2010. A espécie Fusarium pseudogramineaum € o causador
predominante da podriddo da coroa do trigo na China. Uma das principais
doencas do maracujazeiro, na maioria dos estados produtores do Brasil, é a
podriddo do colo, causada por Fusarium solani (BUENO, 2009).

Nos ultimos anos, a sociedade vem se preocupando com 0 uso intensivo
e indiscriminado de agrotéxicos que causam diversos problemas ao meio
ambiente, como a contaminacdo de aguas, solos, animais e alimentos; a
intoxicacao de agricultores; a eliminacdo de microrganismos responsaveis pela
degradacdo da matéria organica ou de organismos utilizados em programas de
controle bioldgico e a resisténcia de fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a
certos agrotoxicos, entre outros (FIGHETO & TOYOKO, 2000; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003).

Por outro lado, tem se verificado o aparecimento de pesquisas sugerindo
a utilizacdo de produtos naturais, como substancias de origem vegetal que
apresentem efeito inibitorio sobre os fitopatbgenos e ao mesmo tempo, néo
causem danos aos ecossistemas (SOUSA et al., 1991).

Bernardo et al. (2002) relatam que os extratos e produtos derivados de
vegetais tém sido estudados quanto a eficacia no controle de doencas de
plantas, para uso em sistemas de producdo que busquem a redugcdo ou
eliminacdo do uso de agrotdxicos, sendo muito utilizado na agricultura organica
(DAROLT, 2002). Muitas plantas apresentam propriedades antifGngicas em seus
extratos. Essas propriedades sao dependentes de uma série de fatores inerentes
as plantas, como o6rgaos utilizados, idade e estigio vegetativo (SILVA et al.,
2005). A eficiéncia do produto também depende da espécie envolvida, do tipo de
doenca a ser controlada e dos processos tecnoldgicos utilizados na obtencéo e

manipulagéo do extrato (SILVA et al., 2005).
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3. Objetivo

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial antifingico de
extratos brutos, fracfes e amida isolada de Piper arborium e Piper tuberculatum
sobre o crescimento micelial de Fusarium sp. Objetivou também investigar o
mecanismo de ac¢do antifingico por meio das atividades pré e oxidativas e da
determinacao das enzimas antioxidantes em cultura de Fusarium sp. exposta

aos extratos, fracdes e amida.
4. Material e Métodos
4.1. Coleta e preparacao do extrato
4.1.1. Coleta e preparagcao do Material vegetal

O material vegetal (raiz, caule e folhas) de P. arboreum e P. tuberculatum
foram coletados na casa de vegetacdo do Instituto de Quimica de Araraquara,
UNESP, Araraquara, SP, Brasil (Coordenadas de GPS: -21.80698900; -
48.19190900). As espécies (Figura 1) foram identificadas pelo professor Dr.
Guillermo E. D. Paredes da Universidade Nacional Pedro Ruiz Gallo (UNPRG,
Lambayeque, Peru) e suas exsicatas foram depositadas no Herbario do Instituto
de Botéanica (USP - SP) (Figura 12).
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Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Figura 12. Parte arbérea (A) e detalhes das partes aéreas (folhas e frutos) (B)
de Piper arboreum, parte arborea (C) e detalhes das partes aéreas (folhas) (D)

de Piper tuberculatum.

Inicialmente, o material vegetal das duas espécies (raiz, caule e folha)
coletadas foi seco em estufa de ar circulante a temperatura média de 40°C e,
apos secagem foi pulverizado em moinho de facas. O p6 (extrato seco)
resultante foi utilizado para preparacdo dos extratos e fracdes. Nas etapas
experimentais foram utilizados reagentes e solventes de grau analitico (P.A.).

4.1.2 Preparo do extrato bruto etandlico

O material vegetal (raizes, caules e folhas), pulverizado das duas
espécies, foi extraido por extracdo estatica, a temperatura ambiente, com etanol
na proporcao 1:3 (p/v). Apos 24 horas os extratos individuais foram filtrados em

papel de filtro sobre baixa presséo e os residuos solidos reestraidos a cada 24
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horas, perfazendo trés extracdes consecutivas para cada segmento vegetal. Os
extratos resultantes foram reunidos e concentrados em rotaevaporador (com
rotacdo constante do baldo de evaporacdo, com vacuo minimo de 200, em banho
de aguecimento na temperatura de 100°C) para obter os extratos etandlicos
brutos, apds concentracdo os extratos foram secos em capela até obter um

aspecto pastoso (Figura 13).

A

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Figura 13. Processo de obtencédo do extrato bruto das duas espécies estudadas.
(A) raiz (B) caule e (C) folhas secas em estufa, (D) material pulverizado em
moinho de facas, (E) extracdo em &lcool etilico, (F) filtracdo sob presséo, (G)
concentracdo do extrato em rotaevaporador e (H) extrato bruto.



e parte vegetal obtida, descrito no quadro 02.

Quadro 02. Siglas dos extratos brutos das espécies e da parte da planta.

Partes da planta

Espécie Folha | Caule | Raiz
Piper arboreum PAF | PAC | PAR
Piper tuberculatum | PTF | PTC | PTR

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

4.1.3 Fracionamento por particdo do extrato bruto
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Os extratos secos brutos foram identificados de acordo com cada espécie

Os extratos brutos etandlico de P. arboreum e P. tuberculatum (raiz, caule

e folha) foram particionados com o objetivo de obter fracbes, por meio do método

de parti¢do liquido-liquido. Os extratos etandlicos (400 mg) foram suspensos em

50 mL de solucao hidrometandlica (8:2) em funil de separacdo de 125 mL. Logo

apos a solucéo foi particionada com 50 mL hexano em trés repeticbes. Apos a

particdo com hexano a solucéo hidrometandlica foi particionada com Acetato de

etila (3 x 50 mL) obtendo-se 18 partes das fracbes hexanicas, acetato de etila e

hidrometandlicas para raiz, caule e folha de ambas as espécies (Quadro 03).

Quadro 03. Siglas dos extratos brutos e fracionados das espécies e da parte da

planta.

Piper arboreum
Solventes e Extratos Folha Caule Raiz
Extrato etandlico (bruto) PAF PAC PAR
Solventes FracGes
Solugao hidrometandlica PAF1 PAC1 PAR1
Hexano PA PAF2 PAC2 PAR2
Acetato de Etila PA PAF3 PAC3 PAR3
Piper tuberculatum

Folha Caule Raiz
Extrato etandlico (bruto) PTF PTC PTR
Solventes Fracdes
Solugédo hidrometandlica PTF1 PTCA1 PTR1
Hexano PTF2 PTC2 PTR2
Acetato de Etila PTF3 PTC3 PTR3

Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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4.1.4 Amidas (piperinas) dos extratos etanolicos de Piper
tuberculatum (parte aérea).

A amida utilizada foi cedida pelo Laboratério NUBBE - Biossintese do
Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus de
Araraquara.

4.2 Obtencdo e manutencéo da cepa do fungo Fusarium sp.

O isolado do fungo filamentoso Fusarium sp. foi cedida pelo Laborat6rio
de Bioquimica do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UNESP — Campus
de Assis. A cepa foi mantida em meio BDA (batata dextrose agar) com incubacéo
por um periodo de 5-7 dias em Camara BOD, a temperatura média de 28°C +
2°C. Apos crescimento, a cepa foi mantida sob refrigeracdo e realizada a
repicagem para manutencao. Os meios solidos de propagacéo e de producéo do
inoculo, bem como todos os materiais utilizados foram esterilizados em

autoclave a 121°C, durante 15 min.

4.3 Analise das condi¢cdes para cultivo e esporulacdo do fungo Fusarium
sp.

Foi realizado teste de crescimento do fungo Fusarium sp. em dois meios
de cultivo e dois regimes de luminosidade, escuro continuo (EC) e fotoperiodo
de 12 horas (FT). O fungo foi cultivado no meio Batata Dextrose Agar (BDA) e
Meat Extract Powder (MEP) com e sem adicdo de agar, e nos regimes de
luminosidade totalmente escuro e com fotoperiodo de 12 horas. Durante o
periodo de incubacédo de 15 dias a temperatura de 28°C + 2°C.

Culturas de Fusarium sp., crescidas em placa de Petri contendo meio de
BDA, com 14 dias de incubacado a 28°C + 2°C no escuro, foram utilizadas para
multiplicagc&o de inéculo. Da cultura pura do isolado, foram retirados discos de 5
mm de diametro e depositados no centro de cada placa de Petri com 20 mL de
seus respectivos meios. As placas foram mantidas em incubadora e estufa, a
28°C + 2°C sob seus relativos regimes de luminosidades. Os meios de cultura
avaliados foram: Batata dextrose-agar (BDA) (extrato de 200 g de batata, 20 g
de dextrose, 20 g de agar e 1000 mL agua destilada) e MEP (80% de maltose e
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1000 mL de agua destilada). Ap6s o preparo, todos os meios foram autoclavados

a 120°C por 20 minutos.

4.4 Avaliacdo da atividade antifungica dos extratos

4.4.1 Avaliacéo da acéo inibitéria no crescimento micelial

Os ensaios da atividade antifUngica por acao inibitéria no crescimento
micelial dos extratos de P. tuberculatum e P. arboreum foram realizados pelo
método de difusdo em agar, com a técnica de perfuragdo de acordo com Lima et
al. (2006b). Com auxilio de um cilindro de 6 mm, foi retirado o meio para a
formacédo de pocos, nos quais foi possivel a aplicacdo dos extratos a serem
analisados. Foram analisadas as concentracdes de 50 e 100mg/mL de extratos
bruto etandlico e fracionados (hidrometandlico, hexanico e acetato de etila) de
ambas as espécies em diferentes placas (Figura 14). Em cada placa foram
perfurados pocgos proximos a extremidade da placa e preenchidos com aliquotas
de 10 pL, 20 yL e 50 yL de extratos diluidos em DMSO e solugao fisiolégica
(9:2).

No centro da placa foram depositados discos de 6 mm de micélio fungico
crescidos em meio batata dextrose agar (BDA) por um periodo de 7 dias
consecutivos em temperatura média de 28°C. Como controle positivo foi aplicado
fungicida comercial (Difeconazole 30 mL/L) nos pogos com aliquotas de 10 pL,
20 pL e 50uL na concentragao indicada na embalagem. No centro de cada placa
foi colocado discos de micélio de 6mm. O controle negativo constituiu de meio
de cultivo BDA e o in6culo do fungo.

Adicionalmente foi realizado o controle de crescimento do fungo na
presenga do solvente DMSO e solugéo fisiologica (9:1) com aliquotas de 10 pL,
20 pyLe 50pL para avaliagéao de toxicidade. Todos os testes foram realizados em
triplicada. As placas foram incubadas em camara BOD por um periodo de 7 dias
em uma temperatura meédia de 28°C. Apos esse periodo foi possivel avaliar a
atividade antimicrobiana quanto a sensibilidade ou resisténcia do fitopatdégeno

Fusarium sp.
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Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Figura 14. Esquema dos pocos perfurados préximos a extremidade da placa e
preenchidos com aliquotas de 10 uL, 20 pL e 50 pL de extratos diluidos em
DMSO e solucéo fisiologica nas concentracdes de 50 e 100 mg/mL de extratos
bruto etandlico e fracionados (hidrometandlico, hexanico e acetato de etila) de

ambas as espécies.

4.4.2 Avaliacdo da Concentracao Inibitoria Minima (MIC)

A determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (MIC), foi realizada por
meio da técnica da microdiluicdo em caldo. Foram utilizadas microplacas com 96
pocos em triplicada, seguindo os protocolos do Clinical Laboratory Standard
Institute — para fungos filamentosos (CLSI, 2002) com modificacdes e de acordo
com metodologia de Kanemaru, (2017) e Vargas (2017).

Este método consistiu na avaliacdo da capacidade de inibir o crescimento
fungico avaliando diferentes concentracdes diluidas em série em uma
microplaca de 96 poc¢os. MIC é definida como a menor concentracdo do agente
antifingico que impede o crescimento visivel do fungo no teste de microdiluicéo
em caldo.

O resultado é avaliado pela mudanca da coloracdo indicativa do pH
presente no meio. Em cada poc¢o da placa foram depositados 100 yL meio de
cultura. O meio de cultivo, constituido por sacarose, nitrato de sddio, fosfato de
potassio, sulfato de magnésio, cloreto de potassio e sulfato de ferro e pH
ajustado para 7,2 +0,2, com modificacdes de acordo com Guelfi (2001).

Nos pogos foram adicionados 10 pL de suspensdo fungica
(aproximadamente 10* esporos/mL) diluidos em solucéo aquosa de Tween 80%
e também adicionou 100 uL das diluicbes seriais de extratos de P. Arboreum e

P. tuberculatum, onde uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio foi
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transferida para os orificios subsequentes da coluna obtendo-se, assim, as
diluicdes seriadas de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 nas seguintes
concentracdes decrescentes: (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL).

As trés primeiras colunas da microplaca de 96 pocos consistiram no
controle da amostra sem micro-organismo. As demais foram acrescentadas 50
ML do extrato fungico previamente diluido em DMSO e solugao fisiologica (1:9) e
150 uL de meio de cultivo (sem indculo) e foi realizada o controle do extrato com
10 uL de solucao de esporos e 150 uL de meio de cultivo. As microplacas foram
fechadas e incubadas em camara BOD a uma temperatura média de 28°C por
24 horas. Decorrido esse tempo, foram acrescentados 20 pL do revelador 2,3,5-
trifeniltetrazélio (TTC) a 0,5% e apds 2 horas foi realizada a leitura.

Os pogos em que 0s extratos apresentaram atividade antimicrobiana
permaneceram sem alteragdo de cor, enquanto aqueles que apresentaram
crescimento microbiano modificaram a coloracdo para a cor avermelhada
(CAVALCANTI et al., 2011 e VARGAS, 2017).

4.4.3 Bioensaio em fermentacédo submersa da cepa de Fusarium sp.
com as fragcbes e amidas para extracdo bioquimica e avaliacdo do

crescimento micelial

Como mostra a Figura 15, discos de micélio foram obtidos a partir de
coldnias crescidas em meio batata dextrose agar (BDA) por um periodo de 7 dias
consecutivos em temperatura meédia de 28°C.

Foi realizada a transferéncia de 3 discos de agar e micélio de 6mm para
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio fermentativo constituido por
sacarose, nitrato de sédio, fosfato dipotassico, sulfato de magnésio, cloreto de
potassio e sulfato de ferro. Os frascos contendo a cepa do fungo, o meio de
cultivo e as fracbes e amidas, nas concentracdes de 20, 50 e 100 mg/mL de
Piper arboreum e Piper tuberculatum foram mantidos por 7 dias a 28°C e 180rpm
em sala de cultivo.

Apds a fermentacdo o sobrenadante foi descartado e o micélio foi
separado por filtracdo, obtido o peso umido e na sequéncia foi realizada as

extracdes bioquimicas para as analises enzimaticas.
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Figura 15. Resumo das etapas adotadas no bioensaios com Fusarium sp.

4.5 Determinagdo do estresse oxidativo em cultura de Fusarium sp.
expostos aos extratos e compostos isolados

4.5.1 Extracdes bioquimicas

A biomassa micelial obtida a partir da fermentacdo, foi filtrada,
determinada o peso umido. Em seguida homogenizada na proporcao 2,5 g para
cada 6 mL de tampao de fosfato 0,1 mol (pH 6,5) contendo 1% (w/v) de
polivinilpirrolidna (PVP). Posteriormente centrifugadas a 15.000 x g e 0°C
durante 10 min, sendo o sobrenadante obtido armazenado em criotubos a -20°C
(MECINA et al., 2019; LOURENCAO, et al., 2021).

4.5.2 Peroxidagao Lipidica

A determinacdo da peroxidacao lipidica foi realizada pelo método de
guantificacdo do teor de malondialdeido (MDA). Foi utilizado o método de
Madhava Rao; Sresty (2000) com modifica¢des. Foi utilizado uma aliquota de 1
mL do material obtido da extragdo. As amostras foram transferidas para tubos
de vidro e adicionados 4 mL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,5 % (p/v) em acido
tricloroacético (TCA) a 20 % (p/v). A mistura foi aquecida a 95°C durante 30 min
e posteriormente resfriada em banho com gelo. A mistura resultante foi
centrifugada a 10.000 x g durante 15 min e a absorbancia da sobrenadante

medida a 532 nm. As medicfes foram corrigidas para turbidez inespecifica pela
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subtracdo da absorbancia a 600 nm. A concentracdo de MDA ser& calculada
usando o coeficiente de extingdo de 155 mmol/cm, de acordo com metodologia

de Demiral; Turkan (2005). Os resultados foram apresentados em mmol/L.

4.6 Espécies reativas de oxigénio: formacdo do perdxido de hidrogénio
intracelular (H202)

Foi utilizado o método de Jana e Choudhuri (1982) com modificacBes para
guantificar a formagéao interna de H20:2.

Para quantificar a concentragdo de H202, 133 mL de cloreto de titanio
0,1% (em 20% H2SO4) foram adicionados a 400 mL do sobrenadante, e apos 1
min de incubacao, a absorbancia da mistura de cor vermelho-laranja foi medida
a 410 nm com um espectrofotdmetro Biospectro SP-22.

O coeficiente de extingéo de 0,28 L mmol* cm foi utilizado para calcular

a concentracdo de H202 em pmol/g.

4.7 Determinacgao de proteinas totais

A concentragdo total de proteinas foi determinada de acordo com o
método de Bradford (1976) e expressa em pg/mL, utilizando albumina de soro
bovino (BSA) como padrdo. A extracdo das enzimas realizada, no item 4.6.1, foi

utilizada para a quantificagdo das proteinas totais.

4.8 Determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da enzima catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) foi determinada com
base na sua funcdo peroxidativa de acordo com Johansson e Borg (1988).

A metodologia utiliza o metanol como um doador de hidrogénio para a
catalase. Resulta na formacdo de formaldeido que € quantificado
colorimetricamente com o reagente Purpald.

Foi preparado uma solugdo mista com 100 mL de tampéao fosfato de
potassio (25 mmol, pH 7,0), 100 mL de metanol (P.A.) e 20 mL de perdxido de
hidrogénio (0,27%, v / v). A reagéo foi iniciada em frascos ependorf, com a adigdo
de 50 pL de extrato da enzima e 350 pyL de a&gua deionizada. Em seguida foi
adicionado 500 pL da solucdo mista preparada previamente. Os frascos de

ependorf foram incubados a temperatura de 28°C, com agitagcéo continua por 20
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minutos. Apds 20 minutos, a reacgao foi interrompida pela adicdo de 250 uL de
hidréxido de potassio 7,8 M.

Em seguida, 500 pL de Purpald 34,2 mmol (4-amino-3-hidrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol) em HCI a 480 mmol foi adicionado, e a mistura reacional
incubada novamente durante 10 min a temperatura de 28°C com agitacao
continua. Apos o periodo de incubacédo foi adicionado 250 pL de solucéo de
periodato de potassio 65,2 mmol. Os frascos foram deixados abertos para
liberacdo de gases formados e em seguida foi centrifugado por 5 minutos, am
15.000 rpm a 4°C.

A amostra foi lida em absorbancia de 550nm com um espectrofotémetro
Biospectro SP-22. A atividade da enzima foi calculada a partir de curvas de
calibracdo feitas com formaldeido (0-120 mmol). Uma unidade (U) de CAT é
definida como a quantidade de enzima que causou a formacao de 200 mmol de
formaldeido nas condi¢cdes do ensaio acima definidas. A atividade de CAT foi
expressa em unidade (U)/mL de extracao.

Atividade da peroxidase (POD) (EC 1.11.1.7) foi determinada de acordo
com Reddy et al. (1996).

Foi preparado uma solucdo mista com 250 pL de solucdo de Pirogalol
(0,05 M em tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,5) e 42 uL de solucdo de H202 1%. Foi
adicionado em uma cubeta, e a reacao foi iniciada pela adicdo de 100 pL de
extrato da enzima. Foi realizada a leitura em espectrofotometro em absorbancia
de 430nm. A alteracdo na absorbancia por minuto € proporcional a atividade da
enzima. A atividade foi apresentada em U/mL de extracao.

A atividade da superéxido dismutase (SOD) (EC 1.11.1.6) foi mensurada
em espectrofotdmetro de acordo com metodologia descritos por Mishra, Mishra
e Singhal (1993). O meio de incubacdo ocorreu a partir de uma solugéo mista
constituida por 240 mL de agua deionizada e 40 mL de tampé&o de fosfato de
potassio (67 mmol) (pH 7,8), 40 mL de solucdo de metionina (45mM), 40 mL de
solucéo de riboflavina (5,3mM) e 40 mL de solucéo de cloreto de nitro azul de
tetrazodlio (NBT) (84 mmaol).

Os tubos de reacao contendo 2 mL da solucédo mista e 100 mL do extrato
enzimatico foram colocados em uma camara forrada com folhas de aluminio e
iluminados com duas lampadas fluorescentes de 15 W, a 25°C durante 10 min.

Apl6s a exposicdo a luz, a absorbancia do meio de incubacao foi medida por
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espectrofotometria a 600 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima que inibiu 50% da reducédo de NBT, de acordo
com a equacao: %lnibicdo = (Absorbancia da amostra — Absorbancia controle
negativo/Absorbéancia controle negativo) x 100, onde o controle negativo ndo
contém o extrato da enzima.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) (E.C 2.5.1.18) foi
determinada utilizando o modelo de substrato padréo do dinitrobenzeno 1-cloro-
2,4- (CDNB) de acordo com metodologia descrita por Mauch e Dudler (1993).

A reacéo foi iniciada pela adigcdo de 100 pL de extrato da enzima e 2 mL
da mistura reacional contendo 3,6 mmol de glutationa reduzida e 1 mmol de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno em tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,5). A
atividade enzimética foi determinada através do monitoramento da variacao da
absorbancia a 340 nm. A alteracdo na absorbancia serd diretamente

proporcional a atividade de GST.

4.9 - Avaliagdo da atividade oxidativa dos extratos

4.9.1 Preparo das amostras

A mobilidade relativa em eletroforese (MRE) foi avaliada pelo método de
acordo com Hsieh et al. (2005) com adequac0des e foram descritas a seguir.

Foram preparadas trés solugfes iniciais. A primeira solu¢do constituida
por Albumina de soro bovino (BSA 2 mg/mL), diluida em tampé&o fosfato (PBS)
(10 mM, pH 7,4). A segunda solucéo foi preparada com CuCO4 (1 mg/mL)
adicionada de Tampao fosfato (10 mM, pH 7,4). A terceira solugéo foi constituida
por H202 (10,3M) adicionada da segunda solucéo.

Os tratamentos foram preparados em uma concentracdo de 20 mg de
extrato/mL da segunda solugdo CuCO4em Tampao fosfato. Para o preparo dos
controles foram utilizados, o controle negativo (primeira solucéo) o controle 1 (1
mL da primeira solucdo adicionada de 1 mL da segunda solucdo) e controle
positivo (1 mL da primeira solugéo adicionada de 1 mL da terceira solucéo).

Todos os tratamentos e controles foram incubados a 37°C durante 48
horas. A eletroforese de BSA foi realizada utilizando gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).
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4.9.2 Preparo do gel de eletroforese unidirecional (SDS-PAGE)

As particbes dos extratos vegetais de Piper arboreum e Piper
tuberculatum foram analisadas por eletroforese unidirecional em gel de
poliacrilamida (LAEMMLI, 1970; KOCHA et al., 1997).

O gel de poliacrilamida nas concentragoes de 12% (22,2% acrylamida/0,6
bis-acrylamida; 1M Tris-HCI pH 8,8; agua destilada; SDS 10%; persulfato de
amonio 10%; TEMED) foram montados em placas do sistema de eletroforese
K33-10V (KASVI, Brasil) de dimensdes 10 x 10 cm. As amostras juntamente com
o tampdo de amostra (1M Tris-HCI pH 6,8; SDS 4%; Glicerol 20%; B-
mercaptoetanol 5%; Azul de bromofenol 0,2%) foram submetidos a 95°C por 5
minutos e posteriormente aplicadas ao gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE).

A proteina BSA foi eletroforeticamente separada utilizando uma corrente
de 200mA e voltagem de 100V. Apds a corrida, os géis foram corados com
solucdo de coomassie (Coomassie brilhant blue R-250 dissolvido em metanol
50% e &cido acético 10%) e mantidos em &cido acético 7% até a digitalizacdo

das imagens.

4.10 Analise estatistica

Todas as andlises e determinagcBes foram realizadas em triplicata e os
resultados foram avaliados por meio da analise de variancia paramétrica
ANOVA, complementada com o teste de Tukey. Os resultados foram expressos

como média * desvio padrao.

5. Resultados e Discussao

5.1 Rendimento do extrato bruto etandlico e do fracionamento por particéo

do extrato bruto

Na tabela 01 estdo apresentados os resultados os rendimentos em grama
dos extratos brutos etandlicos obtidos diretamente das partes vegetais, folhas,
caules e raizes de P. arboreum e P. tuberculatum, bem como o rendimento (em
gramas) do fracionamento por particdo dos extratos brutos vegetais de ambas

as especies.
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Tabela 1. Rendimento em gramas dos extratos brutos etandlicos obtidos
diretamente das partes vegetais, folhas, caules e raizes de P. arboreum e P.

tuberculatum. Rendimento em gramas do fracionamento por particAo dos

extratos brutos.

Piper arboreum
Solventes e Extratos Folha Caule Raiz
Extrato etandlico bruto de 50g 5,56g PAF 2,449 PAC 1,17g PAR
de extrato seco
Solventes Fracbes
Solugéo hidrometanolica (80%
de 0?4g extrato bruto ( ) 0,02g PAF1 0,03g PAC1 | 0,15g PAR1
Hexano PA 0,22g PAF2 0,08g PAC2 | 0,12g PAR2
Acetato de Etila PA 0,12g PAF3 0,07g PAC3 | 0,10g PAR3
Piper tuberculatum

Folha Caule Raiz
Extrato etandlico bruto de 50g 3,839 PTF 1,459 PTC 3,06g PTR
de extrato seco
Solventes Fracoes
Solucéo hidrometandlica (80%) 0,07g PTF1 0,14g PTC1 0,10g PTR1
de 0,49 extrato bruto
Hexano 0,17g PTF2 0,10g PTC2 | 0,07g PTR2
Acetato de Etila 0,179 PTF3 0,06g PTC3 0,01g PTR3

5.2 Isolamento e manutengao do fungo Fusarium sp.

O isolado fungico foi mantido em meio BDA de acordo com metodologia
de Reis (1997) com adaptacdes. As placas foram incubas por um periodo de 5-
7 dias a temperatura de 28°C + 2. ApOs crescimento, a cepa foi mantida sob

refrigeracao e realizada a repicagem para manutencao.

5.3 Avaliag&o da melhor condicéo de esporulacéo do fungo Fusarium sp.

Os resultados da esporulagédo (Tabela 2 e Figura 16) mostraram uma
diferenciacdo de comportamento do fungo, em conformidade com as condi¢des
de luminosidade e nutricionais a que foi submetido. A maior producdo de
conidios foi constatada com relacdo a condicdo de escuro continuo (EC) e com
0 meio de cultivo BDA que apresentou maior riqueza nutricional e maior

guantidade de carboidratos complexos. Estas caracteristicas sdo citadas por
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diversos autores como capazes de induzir a reproducdo de muitos fungos
mitosporicos (LUKENS, 1963; STRANDBERG, 1987).

A luminosidade foi um fator fundamental na esporulacao de Fusarium sp.
uma vez que no regime escuro continuo foram observadas as maiores médias
diferindo estatisticamente do fotoperiodo de 12 horas (Tabela 2). Estes
resultados estdo de acordo com Bolkan et al. (1982), que observaram menores
taxas de crescimento micelial de Fusarium moniliforme var. subglutinans, na
presenca de luz continua e melhor esporulacdo no escuro continuo a 28°C + 2.
Resultados opostos foram obtidos por Devi e Singh (1994), os quais observaram
gue F. moniliforme esporulou mais em luz continua. Sabe-se que a
luminosidade pode exercer efeito indutor ou inibidor sobre a formacédo de
estruturas reprodutivas. Trione e Leach (1969) relataram que, para fungos cuja
esporulacéo é induzida pela luz, este agente fisico age diretamente na ativagédo
de enzimas-chave envolvidas na esporogénese. Os mesmos autores afirmam
ainda que a quantidade e a qualidade da luz necessaria para induzir a formacéo
de estruturas reprodutivas variam de acordo com a espécie fangica. Com
fotoperiodo de 12h Fusarium sp. apresentou as menores taxas de esporulacao
nos meios de cultivo. De acordo com Nozaki et al. (2004), nem sempre as
condicbes que favorecem o crescimento do fungo sdo as mesmas para
esporulacdo. A necessidade de luz para o crescimento e esporulagcéo de fungos
€ muito variavel, até mesmo entre isolados da mesma espécie (CARNAUBA et
al., 2007). Alguns esporulam melhor na presenca de luz continua ou em escuro
continuo (COOPERMAN; JENKINS, 1986).

Figura 16. Esporos (conidios) de Fusarium sp.
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Tabela 2. Producdo de conidios (x 107 conidios/mL) de Fusarium sp. em dois
meios de cultura sob dois regimes de luminosidade: escuro continuo (EC) e
fotoperiodo 12 horas (FP).

Meios de cultural Regimes de luminosidade
BDA* 1,352 EC 1,24a
MEP** 0,53° FP 0,63b
C.V. =32,08%

*BDA (Batata-dextrose-agar); *MEP (Malt Extract Powder). EC = escuro continuo
e FP fotoperiodo de 12 horas. Médias seguidas pelas letras a e b diferem entre
si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

5.4 Avaliacdo da atividade antifungica dos extratos e fragcdes de P.

arboreum e P. tuberculatum

Na avaliacdo da acao inibitéria dos diferentes extratos P. arboreum e P.
tuberculatum sobre cultura Fusarium sp., constatou-se que todas as
concentracdes dos extratos brutos apresentaram diferengcas com relacdo aos
controles (positivo e negativo). No entanto este efeito no crescimento do fungo
foi dependente da concentracdo e da parte da planta (raiz, caule ou folha) da
gual foi obtido o extrato bruto, além do tipo extracdo e solvente aplicado para
obtencdo. Contudo os diferentes extratos apresentaram comportamento
concentracédo dependente (Figuras 17 e 18). Na Tabela 03 estdo apresentados
os dados de sensibilidade da cultura de Fusarium sp. a exposi¢cdo a diferentes
extratos e concentragdes de P. arboreum e P. tuberculatum, onde a sensibilidade
foi avaliada tanto pelo crescimento micelial quanto a cor e aparéncia dos micélios
em comparac¢ao com os padrdes positivo e negativo da cultura.

Resultados antifungicos semelhantes foram observados em um estudo
realizado por Araujo et al. (2014), onde extratos metandlicos de folhas de Piper
marginatum, inibiram o crescimento micelial in vitro de Colletotrichum scovillei,
sendo que o extrato obtido do fracionamento com acetato de etila reduziu
significativamente o crescimento in vitro de Colletotrichum scovillei, o que esta
correlacionado com a presenca de amidas.

Em estudos mais recentes realizado por Ciaccio et al. (2018); Keriene et
al. (2019); Nagvi et al. (2019) e Mannal et al. (2021) foi registrado que extratos
de origem vegetal sdo eficazes no controle do crescimento micelial e como

antifiingicos sobre cultura de espécies do género Fusarium sp.
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Figura 17. Crescimento micelial de Fusarium sp., aos 7 dias de avaliagdo com
fracbes de P. arboreum. (1 - Controle Solvente (DMSO/Soro+indcuo); 2 -
Controle positivo (inéculo+fungicida); 3 - Controle Negativo (indculo). Extratos
bruto etandlico de P. arboreum, (Al) caule 100 mg/mL e (A2) 50 mg/mL, (A3)
folha 100 mg/mL e (A4) 50 mg/mL, (B1) raiz 100 mg/mL e (B2) 50 mg/mL. Extrato
hidrometandlico (C1) de caule 100 mg/mL e (C2) 50 mg/mL, extrato hexanico
(C3) de caule 100mg/mL e (C4) 50 mg/mL. Extrato acetato de etila (D1) de raiz
100 mg/mL e (D2) 50 mg/mL. Extrato hidrometandlico (E1) de folha 100mg/mL e
(E2) 50 mg/mL, extrato hexanico (E3) de folha 100 mg/mL e (E4) 50 mg/mL,
extrato acetato de etila (E5) de folha 100 mg/mL e (E6) 50 mg/mL.

1 2 3
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Figura 18. Crescimento micelial de Fusarium sp., aos 7 dias de avaliagdo com
fracdes de P. tuberculatum. (1 - Controle Solvente (DMSO/Soro+inoculo); 2 -
Controle positivo (indculo+fungicida); 3 - Controle Negativo (inGculo). Extratos
bruto etandlico de P. tuberculatum, (A1) folha 100 mg/mL e (A2) 50 mg/mL, (A3)
caule 100 mg/mL e (A4) 50 mg/mL, (A5) raiz 50 mg/mL. Extrato hidrometandlico,
(B1) caule 100 mg/mL e (B2) 50 mg/mL. Extrato hexanico (B3) caule 100 mg/mL
e (B4) 50 mg/mL. Extrato acetato de etila (B5) caule 100 mg/mL e (B6) 50mg/mL.
Extrato hidrometandlico (D1) de raiz 100mg/mL e (D2) 50 mg/mL. Extrato acetato
de etila (D3) 100mg/mL e (D4) 50mg/mL. Extrato hidrometandlico (E1) de folha
100 mg/mL e (E2) 50 mg/mL, extrato acetato de etila (E3) de folha 100 mg/mL e
(E4) 50 mg/mL).

Tabela 3. Avaliacdo da atividade fungicida dos extratos brutos e fracionados de
P. arboreum e P. tuberculatum pelo método de difusdo em agar com perfuracéo
em pocos com 10 pL, 20 pL e 50 pL nas concentracbes de 100 mg/mL e 50
mg/mL.

Piper arboreum
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Fracdo | PAF | PAF1 PAF2 PAF3 | PAC | PAC1 PAC2 PAC3 | PAR | PAR1 PAR2 PAR3

100mg S

50mg S S S S S S S S S S S

Piper tuberculatum

Fracéo | PTF PTF1 PTF2 PTF3 PTC | PTC1 PTC2 PTC3 | PTR | PTR1 PTR2 PTR3

100mg S S - S S R S S S S S S

50mg S S S S S S S S S S S S

R = Resistente ao extrato, S = Sensivel ao extrato;

PA = P. arboreum: PAF= folha (extrato bruto), PAF1= folha (extrato
hidrometandlico), PAF2=folha (extrato hexanico), PAF3= folha (extrato acetato
de etila); PAC= caule (estrato bruto), PAC1= caule (extrato hidrometandlico),
PAC2= caule (extrato hexanico), PAC3= caule (extrato acetato de etila); PAR=
raiz (extrato bruto), PAR1= raiz (extrato hidrometandlico), PAR2= raiz (extrato
hexanico), PAR3= raiz (extrato acetato de etila);

PT = P. tuberculatum: PTF= folha (extrato bruto), PTF1= folha (extrato
hidrometandlico), PTF2= folha (estrato hexanico), PTF3= folha (estrato acetato
de etila), PTC= caule (extrato bruto), PTC1= caule (extrato hidrometandlico),
PTC2= caule (extrato hexanico), PTC3= caule (extrato acetato de etila), PTR=
raiz (extrato bruto), PTR1= raiz (extrato hidrometandlico), PTR2= raiz (extrato
hexanico), PTR3= raiz (extrato acetato de etila).

5.5 Concentracdao Inibitoria Minima (MIC) por microdilui¢céo

Nas Figuras 19 e 20 estédo apresentados os resultados das microdiluicoes
para a determinacao do MIC antifungico dos extratos etandlicos brutos e fracdes
de P. arborium e P. tuberculatum.

O MIC corresponde a menor diluicdo na qual é verificada auséncia de
crescimento do fungo. Assim, quanto menor o MIC maior a eficacia da
concentracdo e tipo de extrato analisado. As diluicdes dos diferentes extratos
das duas espécies compreenderam as concentracdes de 200 a 1,56 mg/mL.
Apos serem transferidas para a placa de analise contendo o meio de crescimento
de Fusarium sp. foi adicionado o microrganismo.

Decorrido o tempo de crescimento do fungo (24 horas), foi adicionado aos
pocos o 2,3,5-trifeniltetrazodlio (TTC), um revelador indicador de oxirreducéo
utilizado para detectar a presenca de células vivas. O mecanismo do TTC tem
base na reducdo enzimatica do TTC, incolor, a 1,3,5- trifenilformazan, de
coloracdo avermelhada. Este mecanismo sé acontece em presenca de células

vivas (metabolicamente ativas) devido as enzimas desidrogenases, que
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catalisam as reacdes respiratorias nas mitocondrias durante a glicélise e o ciclo
de Krebs. Assim, pode-se dizer que a coloracdo € uma indicacédo positiva de
células vivas por meio da detecc¢éo de respiracdo a nivel celular.

Os extratos de ambas as espécies na concentracdo 100 mg/mL
mostraram-se efetivos no controle do crescimento de Fusarium sp. A
concentracdo de 100 mg/mL apresentou nitida acédo fungistatica e a de 200
mg/mL apresentou atividade fungicida sobre Fusarium sp.

Gakuubi, Maina e Wagacha (2017) demonstraram que concentracdes de
Oleo essencial de Eucalyptus camaldulensis, inibiram o crescimento de F.
oxysporum, F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans. Contudo, o Oleo
essencial ndo apresentou atividade fungicida contra F. solani em qualquer uma
das concentrag@es de 6leo essencial avaliadas.

Castellanos et al. (2020) avaliando a atividade antifingica de Oleos
essenciais de pimenta (Piper nigrum) e cravo (Eugenia caryophyllata) para
determinar a concentracao inibitéria minima (MIC) contra Fusarium oxysporum
e Aspergillus niger, demostraram que 6leos essenciais e seus extratos sao
antifiingicos nas concentra¢des de 400 a 500 ppm apos 10 dias de cultura.

Chacon et al. (2021) mostraram que o 6leo essencial da parte aérea
de Piper auritum apresentou efeito fungistatico nos isolados fitopatogénicos de
Fusarium sp., encontrando um MIC de concentracéo de extrato de 6 mg/mL para
F. oxysporum (FCHA-T7) e 9 mg/mL para F. oxysporum (FCHJ-T6) e F. equiseti
(FCHE-TS8). Assim tais evidéncias corroboram os resultados obtidos no presente

estudo pela metodologia de obtencédo de MIC por microdiluicao.
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Figura 19. Placa de teste de microdiluicdo apds aplicacdo do revelador TTC,

com esxtrato bruto de P. arboreum e P. tuberculatum em Fusarium sp. CN=
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Controle negativo (meio de cultivo+inéculo). (A = extrato bruto etandlico de P.
arborium; Al = caule+meio de cultivo; A1’= caule+meio de cultivo+indculo nas
concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL. A2 = folha+meio
de cultivo; A2’= folha+meio de cultivo+inoculo nas concentragdes 200; 100; 50;
25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL. A3 = raiz+ meio de cultivo; A3’= raiz+meio de
cultivo+indculo nas concentracdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL). (B = extrato bruto etandlico de P. tuberculatum; B1 = caule+meio de
cultivo; B1’= caule+meio de cultivo+indculo nas concentragdes 200; 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL. B2 = folha+meio de cultivo; B2’= folha+meio de
cultivo+inéculo nas concentracdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL. B3= raiz+ meio de cultivo; B3’= raiz+meio de cultivo+in6culo nas
concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL).
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Figura 20. Placa de teste de microdiluicdo apés aplicacdo do revelador TTC,
com esxtrato bruto de P. arboreum e P. tuberculatum em Fusarium sp. CN=
Controle negativo (meio de cultivo+inoculo). (C, D e E = P. tuberculatumum; C1
= folha (hidrometandlico)+meio de cultivo; C1’= folha (hidrometandlico)+meio de



65

cultivo+inéculo nas concentracdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL; C2 = folha (hexanico)+ meio de cultivo; C2’= folha (hexanico)+meio de
cultivo+indculo nas concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
mg/mL; C3 = folha (acetato de etila)+ meio de cultivo; C3’= folha (acetato de
etila)+meio de cultivo+indculo nas concentracdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12 e 1,56 mg/mL; D1 = caule (hidrometandlico)+meio de cultivo; D1’= caule
(hidrometandlico)+meio de cultivo+indculo nas concentragdes 200; 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL; D2 = caule (hexanico)+ meio de cultivo; D2’=
caule (hexanico)+meio de cultivo+inoculo nas concentragdes 200; 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL; D3 = caule (acetato de etila)+ meio de cultivo;
D3’= caule (acetato de etila)+meio de cultivo+inéculo nas concentracdes 200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL; E1 = raiz (hidrometandlico)+meio de
cultivo; E1’= raiz (hidrometandlico)+meio de cultivo+indculo nas concentracdes
200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL; E2 = raiz (hexanico)+ meio de
cultivo; E2’= raiz (hexanico)+meio de cultivo+inéculo nas concentracdes 200;
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL; E3 = raiz (acetato de etila)+ meio de
cultivo; E3’= raiz (acetato de etila)+meio de cultivo+inéculo nas concentracdes
200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL).

A partir da avaliacdo da atividade antifungica das fracdes de P. arboreum
e P. tuberculatum, juntamente com a avaliacdo da concentracdo Inibitéria
Minima (MIC) por microdilui¢cdo, foi possivel selecionar os melhores resultados

e, elencar as fragdes mais eficientes com acéo antifungica.

5.6 Avaliacdo da atividade oxidativa pela degradacao da albumina

Nas figuras 21 e 22 estdo apresentados os géis de eletroforese
evidenciando a degradacdo pré-oxidativa da proteina padrao BSA na presenca
do ion de cobre e o peroxido de hidrogénico como agente oxidante. Na figura 21
€ possivel observar que tanto os extratos como as fracdes de P. tuberculatum
atuaram como pro-oxidante semelhantemente ao ion cobre, descrevendo o
mesmo perfil eletroforético. No entanto a fracdo PTC2 (fracdo hexanica do caule)
apresentou um perfil eletroforético semelhante ao do ion cobre em associacéo

ao BSA, ndo agindo como agente oxidativo.
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Quanto ao perfil eletroforético pro-oxidativo do BSA em associagcdo com
extratos e fraces de P. arboreum (Figura 22), é possivel observar que tanto os
extratos como as fracdes atuaram como pro-oxidante semelhantemente ao ion
cobre, descrevendo o mesmo perfil eletroforético. Ja a fracdo PAR1 (fracédo
hidrometandlico da raiz) apresentou um perfil eletroforético semelhante ao do ion

cobre em associacao ao BSA, ndo agindo como agente oxidativo.

Com a Piper arboreum os extratos e fracdes de numeros 8, 9, 11 e 12

também apresentaram atividade oxidativa (Figura 22).

A B C 1 2 3 4 5 6 7

Figura 21. Gel de poliacrilamida corado com Comassie Blue que mostra
degradagdo oxidativa da albumina (BSA) na presenca de fracbes de P.
tuberculatum. (A = Controle negativo (BSA 2 mg/mL); B =BSA + Cu; C = Controle
negativo (BSA+Cu+H202); 1= BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PTC; 2= BSA + Cu
+ extrato (2 mg/mL) PTC2; 3= BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PTF; 4= BSA + Cu
+ extrato (2 mg/mL) PTF3; 5) BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PTR2; 6) BSA + Cu
+ extrato (2 mg/mL) PTR3; 7) BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PAC).
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64 kDa

+

Figura 22. Gel de poliacrilamida corado comComassie Blue que mostra
degradacéao oxidativa da albumina na presenca de fracdes de P. arboreum. A=
Controle negativo (BSA 2mg/mL); B= BSA + Cu; C) Controle negativo
(BSA+Cu+H202); 1= BSA + Cu + extrato (2mg/mL) PAR; 2= BSA + Cu + extrato
(2 mg/mL) PARS; 3= BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PAR1; 4=BSA + Cu + extrato
(2 mg/mL) PAF3; 5) BSA + Cu + extrato (2 mg/mL) PAF2.

Na avaliacdo da atividade pro-oxidativa dos extratos e fragc6es tanto de P.
arboreum quanto de P. tuberculatum, foi possivel observar danos oxidativos e
degradacdo molecular do BSA. Estes danos ao BSA podem estar
correlacionados com a presenca de compostos provenientes de metabolismo
secundarios como alcaloides, compostos nitrogenados e acidos fendlicos
(ARAUJO, 2014; COTINGUIBA, 2018). Aguiar et al. (2007), demonstra que
acidos fendlicos sdo importantes agentes pro-oxidativos, com sua atividade
direcionada a reducédo de Fe*3 e Cu*? e promotores da producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) dentre ela principalmente as OH provenientes das
reagOes de fenton e fenton cuproso.

De acordo com Mecina et al. (2019), extratos vegetais tem a capacidade
de interferir em proteinas. A exposicdo dessas células a essas moléculas
ocasiona condi¢des estressantes, levando na producdo e na concentracao de
ERO em células vivas, e a destruicdo dos componentes intracelulares. Somado
a isso, Grant e Laoke (2000) relatam que os ERO, quando presente nos tecidos

dos organismos alvo pode conduzir a morte celular. No presente estudo foi
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possivel constatar que os extratos e fracbes de ambas as espécies avaliadas
comportam-se como agente oxidativos junto ao BSA e o ion cobre, atividade que
pode levar a danos celulares e moleculares a diferentes organismos expostos

aos memos.

5.7 Efeito das fracdes e amidas de Piper arboreum e Piper tuberculatum no
crescimento de Fusarium sp.

Foram realizadas analises preliminares para determinar a eficiéncia das
fracdes e amidas previamente selecionadas com acao fungicida ou fungistatica
em fermentacdo submersa onde avaliou-se o crescimento micelial. O critério
utilizado foi a determinacdo do peso umido do micélio previamente fermentado
juntamente com algumas fracfes e amida selecionada.

Na Figura 23 é possivel verificar o efeito inibitorio de crescimento das
fracOes do extrato bruto do caule (PTC), folha (PTF) e extrato acetato de etila de
folha (PTF3) de P. tuberculatum nas concentracdes de 20, 50 e 100 mg/mL em
7 dias de fermentacédo. Na fracdo PTC a concentracdo de 50 mg/mL e 100
mg/mL apresentaram diferencas significativas em relacéo ao controle (p>0,05),
com média de 85% de inibicdo. As maiores reducdes da biomassa ocorreram
com PTF e PTF3 na concentracdo de 100 mg/mL, que apresentaram inibicdo
acima de 70%. As concentragdes 20 mg/mL tanto da fragdo PTF quanto a fragcéo
PTF3 néo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle.



69

= Controle

20 mg/mL
4 50 mg/mL
=100 mg/mL
C
c 3
o a
=
© e a a a
2 5 b b l
£ b i
.9 = c b
[ I
c
| I
0
PTC PTF PTF3

Concentragdo
Figura 23. Efeito das fracdes de P. tuberulatum no crescimento de Fusarium sp
Letras iguais ndo diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na comparacéao
entre cada concentragao.

Na Figura 24 foi possivel observar que as frag6es obtidas de extrato bruto
de caule (PAC) e extrato hexanico (PAF2) de P. arboreum ndo apresentaram
efeito toxico sobre o fungo nas trés concentracdes analisadas (20, 50 e 100
mg/mL). Ocorreu efeito inibitdério somente quando realizou a fermentacao solida
(item 5.5). Na fermentacdo em estado solido o extrato ndo foi diluido em funcéo
do meio mantendo-se a concentragao (100 mg/mL). Na fermentacdo submersa
0 extrato na concentracdo de 100 mg/mL, foi diluido também pela quantidade de

liguido do meio de cultivo que foi de 50 mL.
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Figura 24. Efeito das fragbes de P. arboreum no crescimento de Fusarium sp.
Letras iguais ndo diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na comparacéao
entre cada concentracao.

A amida Piplartina (Figura 25) apresentou acao tdxica com cerca de 17%
de acdo fungistatica sobre o crescimento de Fusarium sp em comparagcao com
o controle, apresentando diferenca significativa entre a concentracdo avaliada e

o controle.

m Controle

4 10 mg/mL

N w

Biomassa umida (g)
o

Controle 10 mg/mL
Concentragao

Figura 25. Efeito da Piplartina (P. tuberculatum) no crescimento de Fusarium
sp. Letras iguais n&o diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na

comparagao entre cada amostra.
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A acao fungicida e/ou fungistatica de extratos e 6leos de Piper sp. podem
estar relacionadas com os constituintes quimicos encontrados nos respectivos
extratos ou Oleos. Também pode ocorrer a atuacdo dos compostos que atuam
de maneira sinérgica ou antagbnica. A fermentacdo em estado solido e a
fermentacdo submersa podem apresentar resultados distintos. E isso pode estar
relacionado a composicédo quimica do meio e a diluicdo final do extrato, sendo
gue na fermentacdo em estado sélido a concentracao final permanece a mesma
e na submersa a concentragdo inicial € diluida. Isso mostra a efetividade da acédo
do extrato que mesmo em uma diluicdo maior apresentou efeito toxico para o

fungo.

Oliveira et al. (2019) verificou inibicao do crescimento micelial, com
valores de 7,5% de inibicdo de C. theobromicola, na concentragéao 0,03% do 6leo
de P. hispidum, até valores de 56,2% de inibicdo com extratos P. aduncum. O
mesmo autor constatou também que, a concentracdo 0,2% até 1% houve
inibicdo acima de 50% do patdgeno, exceto para a espécie P. hispidium e 100%
de inibicdo do crescimento foi verificado na concentracédo de 1% utilizando 6leo
essencial de P. callosum e P. marginatum.

Constituintes quimicos presentes em espécies do género Piper e
representados em particular terpenoides, taninos, flavonoides e polifendis
(OOTANI et al., 2013) podem afetar a permeabilidade e funcionamento de
membranas dos microrganismos patogénicos. Eles também podem inibir a
formacao da parede celular, a divisdo celular ou os processos de transcri¢céo e
traducdo (MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016; RAVEAU; FONTAINE;
SAHRAOUI, 2020).

A partir desse estudo foi possivel selecionar a espécie P. tuberculatum.
Dando sequéncia ao estudo dos mecanismos de defesa do fitopatdogeno
Fusarium sp. Frente ao estresse ocasionado pela presenca de constituintes
guimicos da planta. Nesse sentido com o objetivo de compreender o mecanismo
de acéo das fracbes e amida de P. tuberculatum foi investigado as mudancas
fisiologicas e bioquimicas de Fusarium sp. Isso devido principalmente por que a
maioria dos estudos sobre os efeitos dos componentes quimicos das Piper estdo
restritos aos efeitos inibitérios de crescimento (SILVA et al., 2001).
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Para uma analise mais completa dos mecanismos de defesa deste fungo
na presenca das fracbes e amidas, prosseguiu-se com o estudo da peroxidacao
lipidica, a quantificacdo de H202 e das enzimas antioxidativas com a finalidade

de elucidar os mecanismos de agao sobre a cultura de Fusarium sp.

5.8 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica

No processo de peroxidacdo lipidica da membrana celular o principal
produto é o malondialdeido (MDA), assim sua concentracdo em culturas de
fungos expostas aos extratos, fracdes e amida foram usadas como indicador de
peroxidagdo. Como mostrado nas Figura 26, o contetado de MDA das células de
Fusarium aumentou significativamente (p<0,05) no grupo controle em
comparacao os tratamentos com diferentes amostras, durante todo periodo de
observacédo. Ja as culturas expostas as diferentes amostras nao diferiram entre

si em comparacao as diferentes concentracdes avaliadas.
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Figura 26. Determinacdo do conteudo de MDA em cultura de Fusarium sp
exposta a diferentes concentracdes de extrato do caule (PTC - 20, 50 e 100
mg/mL) (A) e dafolha de P. tuberculatum (PTF - 20, 50 e 100 mg/mL) (B); Fracao
acetoetilica do extrato da folha de P. tuberculatum (PTF3 - 20, 50 e 100 mg/mL)
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(C) e Amida isalado de P. tuberculatum (Piplartina 10 mg/mL) (D). Letras iguais
nao diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na comparacdo entre cada

concentragao.

No presente estudo é possivel observar que as culturas expostas aos
extratos, fracOes e amida de P. tuberculatum, durante 7 dias, promoveram menor
peroxidacao lipidica na cultura de Fusarium sp em comparacdo a controle. Em
estudo realizado por Paraszkiewicz et al. (2010), onde avaliou a atividade pré-
oxidativa em Curvularia lunata (fungo filamentoso), relata que o aumento inicial
dos niveis de MDA se deve a fase estacionaria inicial do crescimento geral do
micélio, quanto ha um aumento consideravel da biomassa micelial, por
modificacdes morfoldgicas e fisiologicas até alcancar a fase estacionéria tardia,
onde os nives de MDA sao diminuidos apés reducdo da velocidade de
crescimento micelial. Os dados obtidos no presente estudo sugerem que as
culturas expostas as amostras testes manterdo o0s niveis de MDA altos em
comparacao ao controle, mesmo apos a fase estacionéria tardia, resultando em

maiores danos causados pelo estresse oxidativo.

5.9 Determinacao de Peréxido Hidrogénio (H20,)

Na figura 27 estdo apresentadas as concentracdes de H202 produzidas
nas culturas de Fusarium sp expostas aos extratos e fracdo de P. tuberculatum,
onde é possivel observar o aumento da mesma na presenca do extrato e fracao.
Diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) na producdo de H202 por
Fusarium sp foram registradas durante todo o periodo de exposicdo quando
comparado ao grupo controle.
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Figura 27. Determinacéo do teor de H202 em cultura de Fusarium sp exposta a
diferentes concentracfes de extrato do caule (PTC - 20, 50 e 100 mg/mL) (A) e
da folha de P. tuberculatum (PTF - 20, 50 e 100 mg/mL) (B) e Fracao acetoetilica
do extrato da folha de P. tuberculatum (PTF3 - 20, 50 e 100 mg/mL) (C). Letras

iguais nao diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na comparagcado entre

cada concentracao.
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Quanto ao teor de H202 nas culturas de Fusarium sp. durante a exposi¢céo
aos extratos e fracdo de P. tuberculatum foi possivel constatar um aumento
significativo da formacdo de H202 apds exposicdo, apoiando o observado por
Dummermuth et al. (2003), Pinto et al. (2003) e Halliwell (2007). Estes autores
demonstraram que a inducado do estresse oxidativo, acarreta e acelera os danos
oxidativos, levando a alteracdes consideraveis na conformacédo de importantes
biomoléculas como lipidos de membrana, proteinas, acidos nucleicos. Além
disso, Hatem et al. (2017) e Ferrigo et al. 2021 demonstram que 0 estresse
oxidativo pelo aumento do H202 causa danos consideraveis no crescimento
micelial e na diminuicdo da esporulacdo em Fusarium sp, o0 que poderia explicar
o declinio da biomassa das culturas de Fusarium sp expostas aos extratos e

fracao no presente estudo.

5.10 Proteinas totais

Na figura 28 estdo apresentados os valores dos teores totais de proteinas
das culturas de Fusarium sp expostas aos extratos, fracdo e amida de P.
tuberculatum. Todas as concentracdes dos extratos, fracdo e amida aumentaram
significativamente (p <0,05) as concentracdes totais de proteinas nas culturas
de Fusarium sp ao longo do estudo. O maior aumento foi observado para a maior

concentracgéo da fragcdo (100 mg/mL).
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Figura 28. Determinacao do teor de proteinas totais em cultura de Fusarium sp
exposta a diferentes concentracdes de extrato do caule (PTC - 20, 50 e 100
mg/mL) (A) e da folha de P. tuberculatum (PTF - 20, 50 e 100 mg/mL) (B); Fracao
acetoetilica do extrato da folha de P. tuberculatum (PTF3 - 20, 50 e 100 mg/mL)
(C) e Amida isalado de P. tuberculatum (Piplartina 3 e 10 mg/mL) (D). Letras
iguais nao diferem significativamente (Tukey — P<0.05) na comparacdo entre
cada concentragao.

O teor de proteinas é um fator importante na determinacédo das taxas de
atividade do metabolismo celular (ZHANG et al., 2013). Neste estudo, 0 aumento
dos teores de proteinas totais nas culturas de Fusarium sp. para os bioensaios
utilizando extratos e fracdo de P. tuberculatum, pode, desta forma, ser explicada
pela inducdo da sintese proteica. Possivelmente para sintetizar as enzimas
correlacionadas as defesas antioxidantes entre outos produtos dependentes de
acOes enzimaticas e proteicas. Essa suposicao estd de acordo com estudo
anterior de Medina-Mendoza et al. (2014) e Anita (2021) que demostraram o
aumento da sintese proteica em diferentes espécies de Fusarium submetidos a

condicOes de estresse.

5.11 Determinacao da atividade da enzima catalase (CAT)

Na quantificacdo da atividade da catalase intracelular das culturas de
Fusarium sp expostas aos extratos e fracdo, foi possivel verificar aumento
significativo (p <0,05) em comparacdo ao grupo controle, tanto na presenca do
extrato, quanto da fracéo ao longo do experimento (Figura 29). Os maiores niveis

na atividade da CAT foram verificados na concentragéo de 100 mg/mL em todos
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Figura 29. Determinacado da atividade da enzima catalase (CAT) em cultura de

Fusarium sp exposta a diferentes concentracdes de extrato do caule (PTC - 20,
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50 e 100 mg/mL) (A) e da folha de P. tuberculatum (PTF - 20, 50 e 100 mg/mL)
(B) e Fracao acetoetilica do extrato da folha de P. tuberculatum (PTF3 - 20, 50
e 100 mg/mL) (C). Letras iguais nédo diferem significativamente (Tukey — P<0.05)

na comparacgao entre cada concentragao.

Na determinacédo das concentracdes de catalase (CAT) neste estudo, foi
possivel observar que a atividade foi elevada em comparagdo ao controle. De
acordo com Qian et al. (2012), estas enzimas sequestram o excesso de H20:
produzindo agua e oxigénio, fato que pode explicar o aumento desta enzima nas
diferentes concentracfes aos extratos e fracdo. Os resultados deste estudo
estdo de acordo com Bueno et al. (2009) e Gao et al. (2018) que demonstraram
gue a exposicdo de espécies de Fusarium sp a extratos vegetais resultou em
aumento na atividade de CAT. Além disso, de acordo com Murphy et al. (2000)
esta enzima possi largo espectro de especificidade para o substrato, incluindo
compostos fendlicos e nitogenados, acidos organicos e catecol, principais

xenobidticos oxidantes em plantas.

5.12 Determinacao da atividade da peroxidase (POD)

Na Figura 30 esta apresentado a atividade da enzima POD das culturas
de Fusarium sp ap0s a exposicao a diferentes concentraces do extrato e fracéo
de P. tuberculatum. E possivel observar que ha diferenca estatisticamente
significativa (p <0,05) entre as concentracdes de cada amostra avaliada,
demonstrando uma diminuicdo concentracdo dependende, sendo que a menor
atividade enzimética fou observada para as concentragdes de 100 mg/mL para

cada amostra avaliada.
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Figura 30. Determinacédo da atividade da enzima peroxidase (POD) em cultura

de Fusarium sp exposta a diferentes concentracdes de extrato do caule (PTC -
20, 50 e 100 mg/mL) (A) e da folha de P. tuberculatum (PTF - 20, 50 e 100
mg/mL) (B) e Frag&o acetoetilica do extrato da folha de P. tuberculatum (PTF3 -
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20, 50 e 100 mg/mL) (C). Letras iguais ndo diferem significativamente (Tukey —

P<0.05) na comparacéo entre cada concentracao.

Jé na determinagdo da concentracdo da enzima peroxidase (POD) neste
estudo, foi possivel observar, nas culturas expostas aos extratos e fracao, que a
atividade enzimatica foi menor em comparacdo controle positivo. Estes
resultados estdo de acordo com estudos realizados por Ponts et al. (2009) e Huy
et al. (2018), onde demonstraram que esta enzima também esté relacionada com
a eliminacdo do H202 produzido, visando diminuir os danos causados em
condicOes de estresse, fato que pode explicar a diminuicdo desta enzima nas
diferentes concentracdes, visto 0 aumento de radical peroxido nas culturas
expostas aos tratamentos. Outro fato que corrobora com esta constatacao séo
os estudos de Angelova et a.l (2005) onde demonstrou a sintese e utilizacédo de
enzimas de defesa antioxidante em fungos filamentos em superexposicdo ao

peroxido de hidrogénio.

5.13 Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

Na Figura 31 estdo apresentados os resultados obtidos para a atividade
da SOD em culturas de Fusarium sp expostas a extrato e fracdo de P.
turberculatum. E possivel verificar aumento significativo nos niveis da enzima,
assim como perfil de aumento dose dependente para as culturas expostas aos
extratos de caule (PTC) e folhas (PTF), diferindo estatisticamente do grupo
controle. J4 a exposicao a fracdo (PTF3) apresentou aumento significativo da

atividade enzimatica somente para a concentracao de 50 mg/mL.
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Figura 31. Determinacao da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)
em cultura de Fusarium sp exposta a diferentes concentracdes de extrato do
caule (PTC - 20, 50 e 100 mg/mL) (A) e da folha de P. tuberculatum (PTF - 20,
50 e 100 mg/mL) (B) e Fracao acetoetilica do extrato da folha de P. tuberculatum
(PTF3 - 20, 50 e 100 mg/mL) (C). Letras iguais nao diferem significativamente
(Tukey — P<0.05) na comparacao entre cada concentracao.

As mudancas na atividade de SOD registrada no presente estudo s&o
indicativas do aumento da producéo da molécula de O?. A superéxido dismutase
é responsavel por catalisar a dismutacdo de O% a H202 e O2 (IGHODARO e
AKINLOYE, 2018). O aumento da sintese de SOD observadas no presente
estudo tem sido associada a répida sobrecarga do substrato da enzima relatada
anteriormente durante o estresse oxidativo (WANG et al., 2021). Além disso,
nossos resultados demonstraram que o aumento do teor de ERO pode ser
caracterizado por uma queda na eficiéncia das enzimas ou moléculas que

seqlestram essas moléculas, em relacdo as defesas antioxidantes, resultando



82

assim em uma quebra do equilibrio entre producdo e remocédo de ERO (AYAR-

KAYALI et al., 2002).

5.14 Determinacao da atividade da glutationa S-trasferase (GST)

Na figura 32 (A), é possivel verificar aumento significativo na atividade
enzimatica da GST de para as concentracdes de 20 e 100 mg/mL do extrato do
caule de P. tuberculatum. J& nas culturas expostas ao extrato da folha de de P.
tuberculatum (Figra 32 — B) o aumento apresentou um perfil concentracao
dependende, sendo que a concentragdao de 100 mg/mL apresentou o dobro de

atividade em comparagcao com o controle.
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Figura 32. Determinagéo da atividade da enzima glutationa transferase (GST)
em cultura de Fusarium sp exposta a diferentes concentracdes de extrato do
caule (PTC - 20, 50 e 100 mg/mL) (A) e da folha de P. tuberculatum (PTF - 20,
50 e 100 mg/mL) (B). Letras iguais nao diferem significativamente (Tukey —

P<0.05) na comparacéo entre cada concentracao.

No presente estudo, observa-se um aumento na atividade de GST em
resposta a pre-senca dos extratos e fracdes, indicando que a mesma esteja
envolvida na biotransformacdo e/ou a desintoxicacdo do metabolismo do
Fusarium sp em resposta aos extratos e fragcéo. Isto ocorre como uma medida
de protecdo contra os danos oxidativos. Esta biotransformacdo e/ou
desintoxicacdo € conseguida pelo processo de conjugacéo que utiliza a forma
reduzida de glutationa (GSH), catalisada pela GST (VESTENA et al., 2011). Além
disso, estudos anteriores realizados por Bartova et al. (2011) demonstraram que

esta enzima é capaz de biotransformar e desintoxicar microorganismos,
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espécies de fito-plancton e as plantas vasculares contra acdo de toxinas e
compostos oxidativos.

Diante dos ensaios realizados e resultados obtidos por meio da avaliagéo
antifngica dos extratos brutos, fragdo e amida isolada de P. arborium e mais
especificamente P. tuberculatum é possivel observar uma acéo inibidora do
crescimento micelial de culturas de Fusarium sp expostas aos diferentes
tratamentos. Essa inibicdo possivelmente esta correlacionada com a indugéo do
estresse oxidativo, causando, principalmente, danos celulares e moleculares nas
células miceliais do fungo, que resultou na diminui¢cdo do crescimento e/ou morte
celular, pois tanto a pré-oxidacdo como a resposta antioxidante, por meio do
aumento das enzimas antioxidantes, foi observada no presente estudo, fato este
gue poderia explicar a acao antifungica dos compontos presentes nos extratos,
fracdes e amidas, como ja demonstrado em trabalhos anteriores. No entanto,
sem definicdo de um possivel mecanismo de acdo. Assim, o presente estudo
oferece informacdes aprofundadas sobre a acdo destes compostos no
crescimento e desenvolvimento de cultura de Fusarium sp exposta a compostos
fungicidas e/ou fungistatico e descreve pela primeira vez o possivel mecanismo

de acao no controle de crescimento e na atividade antifingica destes compostos.

Conclusao

As espécies do género Piper avaliadas neste estudo apresentaram
potencial para inibicdo do crescimento micelial em cultura de Fusarium sp.,
avaliadas pelos métodos de crescimento em placa de cultura, microdiluicdo e
fermentacdo submersa. Os extratos, fracdes e amida demonstraram atividades
antifingicas e/ou fungistaticas, sendo a atividade pré-oxidativa e oxidante

possivelmente seu principal mecanismo de acao.
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