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RESUMO

O género Piper possui importancia tanto ecologica quanto econémica e terapéutica. Estudos
com extratos de espécies desse grupo tém demonstrado uma diversidade de metabdlitos com
atividades biologicas marcantes e muitas sdo tradicionalmente utilizadas na medicina popular.
No entanto, devido a grande similaridade morfoldgica entre as espécies, € comum ocorrerem
erros de identificacdo e coleta. Logo, sdo necessarios estudos taxondmicos aprofundados.
Piper tuberculatum Jacq. € uma espécie bastante utilizada no tratamento de doencas
respiratorias e digestivas. Entre seus constituintes estdo compostos fendlicos, flavonoides,
amidas, taninos, fitoesterois, fenilpropanoides e terpenoides, aos quais sdo atribuidas diversas
atividades bioldgicas. Porém, ndo ha estudos sobre seu potencial alelopatico. Este trabalho
descreve as caracteristicas morfoanatdmicas e histoquimicas da folha de P. tuberculatum, bem
como o perfil fitoquimico, potencial alelopatico, antioxidante e antibacteriano de seu extrato
bruto e fragcdes. Folhas de P. tuberculatum foram fixadas, seccionadas transversalmente e
submetidas a analises morfoanatdmicas e histoquimicas classicas. O perfil fitoquimico do
extrato bruto (EB) e fragdes hexano (FH), cloroférmio (FC), acetato de etila (FAE) e
remanescente (FR) foram analisados por colorimetria e por Cromatografia a Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE). O potencial alelopéatico foi investigado por medidas de germinacdo e
crescimento, a atividade antioxidante pelo método de redugdo do complexo fosfomolibdénio e
a atividade antibacteriana por difusdo em disco. As folhas de P. tuberculatum s&o simples,
com formato eliptico, margem inteira, apice atenuado-acuminado, venacao broquidédroma e
lamina assimétrica, principalmente na base. Caracteristicas morfologicas semelhantes as
registradas no género. Foram observados idioblastos subepidérmicos agrupados, distribuidos
na superficie da face adaxial e proximos a feixes vasculares. Este padrdo de distribuicdo foi
descrito pela primeira vez em Piper. Testes histoquimicos mostraram que 0s compostos
fenolicos sdo produzidos nas camadas subepidérmicas e em células do mesofilo,
principalmente parénquima palicadico. Nos testes colorimétricos, quantificaram-se compostos
fenolicos, flavonoides, taninos, antocianidinas e fitoesterois. Ja por CLAE, foi identificado e
quantificado o flavonoide vitexina. O EB e suas fracdes apresentaram comprovada atividade
alelopatica, principalmente para EB, FC e FAE nas concentragdes de 500 pg/mL, que
diminuiram significativamente o indice de Velocidade de Germinacg&o (IVG) e o crescimento
das espécies testadas. Esse efeito pode estar associado a vitexina. Nenhuma das amostras
exibiu atividade antioxidante igual ou superior ao padrdo de &cido ascorbico. Somente a FAE
a 100 mg/mL exibiu atividade antibacteriana. Este trabalho pode agregar valor significativo
para futuros estudos com P. tuberculatum e servir de base para a taxonomia, fitoquimica e
demais potenciais bioldgicos associados ao género Piper. Principalmente em relagdo ao
potencial alelopatico e algumas caracteristicas taxonémicas que foram aqui descritos pela
primeira vez.

Palavras-chaves: Aleloquimicos; Compostos Fendlicos; Germinacdo e Crescimento;
Histoquimica; Idioblastos Secretores.



ABSTRACT

The genus Piper has ecological, economic and therapeutic importance. Studies of species
extracts from this group have shown a diversity of metabolites with remarkable biological
activities and many are traditionally used in folk medicine. However, due to the great
morphological similarity between species, identification and collection errors are common.
Therefore, in-depth taxonomic studies are required. Piper tuberculatum Jacg. It is a species
widely used in the treatment of respiratory and digestive diseases. Among its constituents are
phenolic compounds, flavonoids, amides, tannins, phytosterols, phenylpropanoids and
terpenoids, to which various biological activities are attributed. However, there are no studies
on its allelopathic potential. This paper describes the morphoanatomic and histochemical
characteristics of P. tuberculatum leaf, as well as the phytochemical profile, allelopathic,
antioxidant and antibacterial potential of its crude extract and fractions. Leaves of P.
tuberculatum were fixed, cross-sectioned and subjected to classical morphoanatomic and
histochemical analyzes. The phytochemical profile of crude extract (EB) and hexane (FH),
chloroform (FC), ethyl acetate (FAE) and remnant (FR) fractions were analyzed by
colorimetry and high performance liquid chromatography (HPLC). Allelopathic potential was
investigated by germination and growth measures, antioxidant activity by
phosphomolybdenum complex reduction method and antibacterial activity by disk diffusion.
The leaf of P. tuberculatum are simple, with elliptic shaped, entire margin, attenuated-
acuminate apex, brochidodrome venation and asymmetric blade, mainly at the base.
Morphological characteristics similar to those recorded in the genus. Grouped subepidermal
idioblasts distributed on the surface of the adaxial face and close to vascular bundles were
observed. This pattern of distribution was first described in Piper. Histochemical tests have
shown that phenolic compounds are produced in the subepidermal layers and mesophyll cells,
mainly palisade parenchyma. In colorimetric tests, phenolic compounds, flavonoids, tannins,
anthocyanidins and phytosterols were quantified. Already by HPLC, the flavonoid vitexin
was identified and quantified. The EB and its fractions showed proven allelopathic activity,
mainly for EB, FC and FAE at concentrations of 500 pg / mL, which significantly decreased
the Germination Speed Index (GSI) and the growth of the tested species. Such effect may be
associated with vitexin. None of the samples exhibited antioxidant activity equal to or greater
than ascorbic acid standard. Only FAE at 100 mg / mL showed antibacterial activity.
Therefore, this work can add significant value for future studies with P. tuberculatum and
serve as a basis for taxonomy, phytochemistry and other biological potentials associated with
the genus Piper. Especially in relation to allelopathic potential and some taxonomic
characteristics that were first described here.

Keywords: Allelochemicals; Germination and Growth; Histochemical; Phenolic Compounds;
Secretory Idioblasts.
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1. INTRODUCAO

A incansavel busca pela compreensédo da natureza e o desafio de transpor a barreira
da sobrevivéncia levou ao surgimento da quimica de produtos naturais ou fitoquimica, area
responsavel pela investigagdo, isolamento, purificacdo, e caracterizagdo dos constituintes de
interesse quimico e farmacoldgico presentes em plantas, fungos, animais e organismos
marinhos (CHAVES, 2008).

No entanto, muito antes do surgimento de qualquer forma de escrita, 0 homem ja
fazia uso das plantas como alimento e/ou como remédio caseiro para tratamento de doencas
(TOMAZZONI et al., 2006). A procura por alivio de dores e cura de doencgas pelo consumo
de ervas, folhas e raizes possivelmente tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos
produtos naturais (SIMOES et al., 2007; FIRMO et al., 2011; BARREIRO; VIEGAS JR;
BOLZANI, 2006).

Com o passar do tempo e o surgimento de novas tecnologias, as plantas passaram a
ser utilizadas como fontes de metabdlitos secundarios biologicamente ativos de grande valor
agregado, devido as suas aplicagdes em medicamentos, fitoterapicos, cosméticos, alimentos,
agroquimicos e, portanto, possuem importante papel na salde mundial (BARREIRO;
BOLZANI, 2009; MORAIS et al., 2016; VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010;
ANSELMO; LIMA, 2014).

Ressalta-se ainda que o Brasil abriga de 15 a 20% de toda a biodiversidade mundial e
estd intimamente ligado ao comércio de produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI, 2009;
BARREIRO; VIEGAS JR; BOLZANI, 2006). Investigacfes apontam que aproximadamente
55 mil espécies de plantas estdo presentes no territério brasileiro, muitas destas sdo
desconhecidas e frequentemente sdo apontadas pelas industrias farmacéuticas e pesquisadores
como possiveis fontes de produtos naturais com potencial terapéutico (BARREIRO;
BOLZANI, 2009; KLOSS et al., 2016).

As espécies da familia Piperaceae, especialmente do género Piper, possuem
propriedades terapéuticas bastante diversificadas e sdo popularmente utilizadas para fins
medicinais (MESQUITA et al., 2005; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Algumas espécies
como Piper aduncum L, Piper tuberculatum Jacq., Piper guineense, Piper cubeba L. f. ,
Piper dennissi Trel., Piper mikanianum (Kunth) Steudl., Piper boehmeriifolium Wall. e Piper
umbellatum L., sdo usadas na medicina popular devido a suas propriedades analgésicas,
sedativas, alelopaticas, antimalarica, antileishmasiose, antirreumaticas, anti-inflamatéria,

antibacteriana e antifingica, e também sdo utilizadas no combate de disturbios digestivos,
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reumatismo, febre, antidiuréticos, sifilis, dermatoses e infecgdes gerais (MGBEAHURUIKE
et al., 2017; GUZMAN; BRU, 2016; FACUNDO et al., 2008; WANG et al., 2014;
BORELLA etal., 2012; NAVICKIENE et al., 2003).

Vale ressaltar que as propriedades terapéuticas citadas anteriormente sao atribuidas a
constituintes quimicos como os compostos fenolicos, amidas, flavonoides, terpenos, taninos e
alcaloides presentes em espécies de Piper (ALVES et al., 2010; MGBEAHURUIKE et al.,
2017; FIGUEIREDO et al., 2013; BAY-HURTADO et al., 2016).

Embora as espécies de Piper possuam atividades terapéuticas reconhecidas, a grande
similaridade e complexidade entre as espécies podem ocasionar erros de identificacdo ou
troca, tendo em vista que algumas destas espécies sdo vendidas e consumidas como
fitoterapicos, como P. tuberculatum, por exemplo (SILVA et al., 2016; MACHADO et al.,
2017). Por isso, € importante que além dos estudos fitoquimicos, também sejam
desenvolvidas pesquisas relacionadas a caracterizacdo morfoanatdmica das espécies do grupo,
e que visem fornecer parametros de autenticidade boténica e grau de pureza para controle de
qualidade dessas espécies (MACHADO et al., 2017; SILVA et al., 2016).

P. tuberculatum ndo possui registros a respeito de estudos alelopaticos do extrato de
suas partes aéreas, assim como também ndo ha informacGes aprofundadas sobre a taxonomia
foliar. Dessa forma, o presente trabalho visa analisar o perfil fitoquimico do extrato alcodlico
e fracOes de folhas de P. tuberculatum para busca de substancias bioativas que possam ser
utilizadas por suas propriedades farmacéuticas, investigar detalhadamente as caracteristicas
morfoanatémicas e histoquimicas, bem como avaliar os potenciais alelopatico, antioxidante e

antibacteriano dessa espécie.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Piperaceae no Brasil e no mundo

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, que inclui as diversas variedades de
pimentas e abrange aproximadamente 2515 espécies que estdo distribuidas em 8 géneros, dos
quais Piper L. e Peperomia Ruiz e Pav. sdo os mais representativos (SILVA; BASTOS, 2007;
NASCIMENTO, 2011; GOGOSZ et al., 2012). A familia possui ampla distribuicdo pelo
mundo, em regides de clima tropical, subtropical e temperado (Figura 1) (QUEIROZ,
GUIMARAES; BARROS, 2014). O Brasil possui cerca de 450 a 500 espécies divididas em 5
géneros (Ottonia, Piper, Piperomia, Pothomorphe e Sarcochachis), distribuidas de norte a sul
do pais, principalmente nas regides de mata Atlantica e da floresta Amazodnica (GOGOZS et
al., 2012; MEIRELLES, 2014).

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica da familia Piperaceae.

Nota: Os pontos em amarelo e alaranjado representam a distribuicdo de espécies pertencentes a
familia Piperaceae em regides de clima tropical, subtropical e temperado como Ameérica do Sul,
América Central, algumas cidade da América do Norte, Centro-Sul da Africa e Sul da Asia.

Fonte: Missouri Botanical Garden - MOBOT (2018).

Em toda a América, as espécies de Piper possuem habitos variados e podem ser
encontradas em forma arbustos, ervas, cip0s, arvoretas, subarbustos, lianas e epifitas,
ocupando na maioria das vezes locais sombreados (GOGOSZ et al., 2012; CARVALHO-
OKANO; ALVES, 1998). Tais espécies possuem caules sedosos, folhas alternas, com formas
e tamanhos variados, simples, com margem inteira peciolada, com ou sem estipulas, espigas
opostas as folhas e flores (GOGOSZ et al., 2012).
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Muitas das propriedades terapéuticas dessas espécies sdo atribuidas aos constituintes
quimicos provenientes do metabolismo secundério, que incluem classes de compostos como
0s compostos fendlicos, amidas, flavonoides, terpenos, taninos, alcaloides e outras que fazem
parte de diferentes categorias de produtos naturais. Muitos estudos tém sido feitos para
investigacdo do perfil quimico dessas espécies, principalmente as que se enquadram no
género Piper (ALVES et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2013; BAY-HURTADO et al.,
2016).

2.1.1. Piper sp.

Piper é um género botanico que possui valor tanto econémico quanto ecoldgico,
incluindo uma variedade de espécies de grande importancia na compreensdo da evolucdo das
plantas (DYER; PALMER, 2004).

Esse género possui em torno de 700 a 1200 especies distribuidas pelo mundo,
fazendo deste o maior género das angiospermas basais (SILVA; BASTOS, 2007). Dentre
estas, aproximadamente 500 espécies ocorrem no Brasil e estdo distribuidas de Norte a Sul
(GUIMARAES et al., 2015). Sdo popularmente conhecidas como pimenteiras ou falsos-
jaborandis/beltres e possuem de 2 a 5 metros de altura (CHAVES, 2008). Essas espécies
apresentam infrutescéncias que aparecem no final das estagdes chuvosas e ficam expostas
verticalmente acima na copa da planta (CHAVES, 2008).

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, pode-se dizer que as espécies de Piper tém
sido usadas ha séculos na medicina tradiconal (NAVICKIENE et al., 2006; FELIPE, 2009).
Em geral, utilizam-se folhas, caules e raizes dessas espécies em forma de infusdes, chés e
pastas para 0 tratamento de doencas ginecoldgicas, distarbios intestinais, efeitos
psicotropicos, antimicrobianos, antioxidantes, citotoxicos e outras finalidades. (MOREIRA et
al., 1998; CREMASCO; BRAGA, 2010; NAVICKIENE et al., 2006; FELIPE, 2009). Dai o
aumento consideravel no interesse relacionado ao perfil fitoquimico dessas espécies para
descoberta de produtos naturais biologicamente ativos, que possam ser utilizados como
prototipos para producdo de novos farmacos, bem como bioinseticidas para o controle de
pragas agricolas (MGBEAHURUIKE et al., 2017).

Vale ressaltar que diversas espécies de Piper da Amazonia ja foram estudadas devido
a acdo terapéutica e tiveram o 6leo essencial caracterizado quimicamente, como exemplo tém-
se Piper betle L., Piper nigrum L., Piper amapaense Yunck, Piper duckei C. DC., Piper
bartlingianum (Mig.) C. DC., Piper arboreum Aubl., Piper marginatum Jacq., Piper
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hispidinervium C. DC., Piper aduncum, P. turbeculatum e P. umbellatum (BAY-HURTADO
et al.,, 2016; MGBEAHbURUIKE et al., 2017; POTZERNHEIM et al., 2012; SILVA,
BASTOS, 2007).

Plantas do género Piper apresentam valor comercial relacionado a producéo de 6leo
essencial, que incluem basicamente monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides,
aldeidos, cetonas e alcoois de cadeia longa (SILVA et al., 2014). Anélises fitoquimicas de
espécies de Piper também demonstraram a ocorréncia de metabdlitos secundarios com
potenciais efeitos biologicos (FELIPE, 2009). No entanto, poucas sdo analisadas quanto ao
potencial alelopético de seus extratos. Dessa forma, ainda existe uma grande variedade de
espécies desse género que necessitam de investigacGes aprofundadas para tracar suas

caracteristicas taxondmicas e perfil fitoquimico.

2.1.1.1. P. tuberculatum Jacq.

P. tuberculatum € popularmente conhecida como pimenta-de-macaco, pimenta longa
ou pimenta-d’Arda e encontra-se distruibuida em paises na América do Sul, América Central
e Regido Sul do México (Figura 2) (GUIMARAES; GIORDANO, 2004; FACUNDO et al.,
2008). As investigacOes fitoquimicas realizadas para essa espécie verificaram acumulo de
amidas (alcaloides) como metabdlito secundario, além da presenca de mono e sesquiterpenos
no 6leo essencial (COTINGUIBA et al., 2018; NAVICKIENE et al., 2006).

Figura 2 - Distribuicdo de P. tuberculatum em paises da América
do Sul, América Central e Sul do México.

Regides onde ha ocorréncia de
P. tuberculatum.

I:I N&o ha registro da espécie
nessas regiodes.

Fonte: Royal Botanic Gardens Kew Science (2019).
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Essa espécie possui diversas atividades bioldgicas ja registradas, como analgésica,
sedativa, estimulante, tripanocida, antileishmaniose, antiplasmddico, anticancer, anti-
inflamatdria, antileucémica, anti-helmintica, antimicrobiana, antiflnica e inseticida, as quais
estdo associadas aos seus constituintes quimicos, principalmente amidas que estdo presentes
em suas folhas, frutos e caules (SILVA et al., 2016; SALES et al., 2017; MGBEAHURUIKE
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; COTINGUIBA et al., 2018; NAVICKIENE et al.,
2003, 2006). As folhas e caules jovens de P. tuberculatum sdo tradicionalmente utilizados
para o tratamento de doencas respiratérias (bronquite, asma e tosse) e digestivas (dores
abdominais e diarréia), aléem de serem aplicadas para outros fins medicinais (SILVA et al.,
2016; SALES et al., 2017).

2.2. Morfoanatomia e Histoquimica

Piper (Piperaceae) é um género megadiverso com espécies de dificil distingdo
taxonbmica devida uma estreita similaridade estrutural, sendo necessarias ferramentas que
auxiliem a identificacdo interespecifica por meio de comparacdo com material herborizado
(SILVA et al., 2014; GARCIA, 2005). Estudos citogenéticos também tém sido reconhecidos
como uma ferramenta relevante para a elucidacdo de problemas taxondmicos e filogenéticos
de plantas, como os identificados na familia Piperaceae, que € considerada um grupo
taxonémico confuso (NUNES et al., 2007).

De acordo com Albiero et al. (2005b) e Pereira et al. (2008), a grande similaridade
morfolégica entre as espécies do género Piper contribui para o surgimento de problemas de
identificacdo, troca ou até mesmo falsificacdo quando as espécies sdo coletadas e
comercializadas como medicinais. Logo, é importante detectar caracteres estruturais que
auxiliem na identificacdo e avaliacdo dessas espécies (ALBIERO et al., 2005b).

De modo geral, as folhas dessas espécies apresentam consideravel variagdo de
formas (na mesma planta) e isso dificulta a identifica¢&o e propicia o aumento dos sinénimos
(RUSCHEL, 2004). Atualmente, muitos sdo os estudos voltados para descri¢cdo taxonémica
de espécies da familia Piperaceae, em geral do género Piper. Segundo as pesquisas realizadas
por Albiero et al. (2005a, 2005b, 2006), foram relatadas caracteristicas e peculiaridades
encontradas em folhas de Piper crassinervium, Piper gaudichaudianum Kuntze e Piper
hispidum L. Do mesmo modo, registros publicados por lwazaki, Oliveira e Souza (2008)
descreveram sobre a morfoanatomia comparativa de estruturas de reproducédo de P. arboreum

e P. gaudichaudianum.
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Por conseguinte, estudos realizados por Pereira et al. (2008) descreveram as
caracteristicas anatdmicas do limbo foliar de P. aduncum L. J& as investigacGes executadas
por Silva et al. (2017) analisaram os perfis morfoanatdmicos de folhas e galhos de Piper
callosum com o intuito de estabelecer parametros de autenticacdo botanica e grau de pureza
para controle de qualidade de folhas e caules.

Dessa forma, é necessario que se facam estudos aprofundados sobre as caracteristicas
de P. tuberculatum, uma vez que as investigacbes morfoldgicas, anatémicas e histoquimicas
tém um importante papel e visam fornecer elementos para a taxonomia, para controle de
qualidade de drogas a fim de evitar falsificagcbes, bem como ajudar na identificagéo
microscopica e microscopica (composicdo da estrutura vegetal) tanto dessa espécie quanto de
outras plantas de interesse medicinal (CARVALHO; RIBEIRO, 2005; DOUSSEAU, 2009;
DORES, 2007).

2.3.  Alelopatia

A palavra alelopatia deriva do grego, da juncdo das palavras allélon e pathos,
significando matuo e prejuizo, respectivamente (SILVA, 2012). A alelopatia é definida como
os efeitos benéficas ou prejudiciais de uma planta sobre a outra mediada por metaboélitos
secundarios liberados no ambiente denominados aleloquimicos (SILVA, 2012; LUSTOSA et
al., 2007; WANDSCHEER; PASTORINI, 2008).

Os aleloquimicos sdo produzidos naturalmente pela planta e podem contribuir para
sua sobrevivéncia e/ou desenvolvimento de mecanismos de defesa, protecdo contra ervas
daninhas, ataques de micro-organismos, insetos, agentes patogénicos, predadores naturais,
além de influenciar no crescimento (acelerar ou retardar) de receptores de outras plantas
(GOMAA et al., 2014; BORELLA; PASTORINI, 2009; SANTORE, 2013).

Os aleloguimicos sao liberados das plantas por meio de exsudacdo, lixiviacdo ou pela
decomposicdo e decaimento dos tecidos vegetais (ALVES et al.,, 2003; BORELLA,
PASTORINI, 2009; CANDIDO et al., 2010). Estes compostos podem penetrar em outra
planta de forma direta, quando os aleloguimicos ligam-se as membranas da planta receptora
ou penetram nas células ou indiretamente pelos efeitos dos aleloquimicos em micro-
organismos do solo, que sejam promotores de crescimento de patdgenos (MACIAS et al.,
2005; MOURA et al., 2013).

Em geral, os efeitos dos aleloquimicos tém sido investigados por diversos

pesquisadores em todo 0 mundo com o intuito de verificar o potencial alelopatico de espécies
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pertencentes tanto a familia Piperaceae quanto a outras familias do reino vegetal. Assim,
investigacOes feitas por Alves et al. (2003) comprovaram atividade alelopética da fragdo rica
em alcaloides obtida de Solanum crinitum Lam. sobre Lactuca sativa L. Ja Cunico et al.
(2006) verificaram efeito inibitério de amidas isoladas do extrato das raizes de Ottonia
martiana Miq. também sobre a germinagdo e crescimento das radiculas das plantulas de
alface.

Um estudo efetuado por Borella e Pastorini (2009) foi observado efeito alelopatico
do extrato de Phytolacca dioica L. preparado em diferentes concentracdes sobre germinacéo e
crescimento inicial de tomate e picdo-preto. Lorensi et al. (2017) avaliaram a atividade
alelopéatica de extratos de Plectranthus barbatus (boldo brasileiro) e Aloe vera (babosa)
também sobre germinacdo e crescimento inicial do tomateiro e constataram que o extrato de
babosa estimula a germinacdo e crescimento enquanto que o extrato de boldo interfere na
germinacdo e crescimento das plantulas de tomate.

Em outra andlise feita por Borella et al. (2010) foi verificado que os extratos aquosos
de folhas de Rollinia sylvatica apresentaram acéo alelopatica e reduziram significativamente a
porcentagem de germinacao de rabanete em todas as concentracOes testadas. Formagio et al.
(2010) utilizaram extratos de folhas e caules de cinco espécies de Annonaceae (Annona
crassiflora Mart., A. coriacea Mart., A. dioica St. Hill., A. sylvatica St. Hill. e Duguetia
furfuracea St. Hill) e confirmaram atividade alelopatica sobre o germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de alface.

Com relacdo a pesquisas relacionadas as espécies do género Piper, muitas tém sido
realizadas para testar o potencial alelopéatico do dleo essencial, como as analises feitas por
Souza Filho et al. (2009) que determinaram a atividade alelopéatica do 6leo essencial de P.
hispidinervium sobre plantas daninhas.

No entanto, poucos séo os estudos feitos para analisar o efeito alelopatico do extrato
dessas espécies. Com isso, Lustosa et al. (2007) pesquisaram e observaram efeitos
alelopaticos significativos exibidos pelo extrato aquoso de P. aduncum e Piper tectoniifolium
Kunth sobre a germinagéo e crescimento inicial de alface e apuraram que esses efeitos eram
semelhantes e possivelmente poderiam apresentar compostos quimicos similares. Portanto,
h& um leque de possibilidades para novas pesquisas voltadas para a investigacdo do potencial
alelopatico de extratos de espécies do género Piper.

Cabe ainda salientar, que apesar de existirem pesquisas publicadas quanto ao
potencial terapéutico de alcaloides isolados de extratos de frutos e caule de P. tuberculatum e
dos constituntes quimicos de seu oOleo essencial (BRAZ FILHO; SOUZA; MATTOS, 1981,
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ARAUJO-JUNIOR et al., 1997; NAVICKIENE et al., 2006), ndo existem registros na
literatura a respeito de estudos voltados para investigagdo do potencial alelopatico do extrato

de folhas dessa espécie.

2.3.1. Especies usadas nos bioensaios de alelopatia

Os bioensaios alelopaticos consistem em testes que utilizam espécies vegetais de
interesse terapéutico, que podem fornecer informacdes a respeito da fitotoxidade dessa
espécie frente a uma espécie teste/piloto, tais testes devem ser facilmente replicados e mostrar
respostas consistentes (MACIAS et al., 2005).

Por conseguinte, para que uma espécie seja selecionada como planta de teste, é
necessario que esta apresente germinacéo rapida e homogénea, e um grau de sensibilidade que
permita expressar os resultados mesmo sob baixas concentragbes das substancias alelopaticas
(fitotoxinas / aleloguimicos) (GABOR; VEATCH, 1981). A resisténcia ou tolerancia aos
aleloguimicos é descrita como uma caracteristica espécie-especifica, tendo algumas espécies
sensiveis como L. sativa (alface), Lycopersicon esculentum Miller (tomate), Cucumis sativus
L. (pepino) e Raphanus sativus L. (rabanete), consideradas como indicadoras de atividade
alelopéatica (LUSTOSA et al., 2007; ALVES et al., 2004).

2.4.  Aspectos gerais sobre classes de metabolitos secundarios em Piper

As plantas sdo um dos principais biossintetizadores de varios tipos de estruturas
moleculares, ocasionando a producdo de componentes organicos que sdo divididos em
metabolitos primarios e secundarios (BRAZ FILHO, 2010). O metabolismo secundario das
plantas produz substancias quimicas caracterizadas em sua maioria como principio ativo, e
tem sua fungdo relacionada com a atuacdo desta com 0 meio ambiente que a envolve
(SANDIM, 2014).

Os metabdlitos secundarios apresentam importante atividade ecoldgica, pois atuam
como protetores da a¢do dos raios ultravioletas, principalmente os compostos fenolicos, bem
como defesa contra predadores, virus e patdgenos (SIMOES et al., 2007). A diversidade
estrutural dos metabdlitos secundarios € originada por modificacdes na cadeia carbonica
principal da estrutura e essas modificacbes podem alterar a atividade bioldgica do composto
derivado em relagéo a sua estrutura inicial (KLIEBENSTEIN, 2004).
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De acordo com a rota biossintética, os metabdlitos secundarios séo classificados em
trés grandes familias: substancias fendlicas, terpenos/esteroides e alcaloides (BOURGAUD,
2001). Essas substancias tém despertado o interesse de muitos pesquisadores devido as suas
inimeras propriedades terapéuticas, tais como anti-inflamatoria, cicatrizante, antioxidante,
antimicrobiana, anestésica, anticancerigena, dentre outras (OLIVEIRA et al., 2012).

Assim, muitas espécies de plantas sdo investigadas quanto ao potencial para
producdo de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, como Catharanthus roseus (L.)
G. Don (Apocynaceae) que se destaca pela producao dos alcaloides vincristina e vimblastina,
os dois mais importantes agentes quimioterapéuticos de uso clinico corrente contra o cancer
(BRAZ FILHO, 2010). Ainda podem citar-se a lactona sesquiterpénica artemisinina, principio
ativo extraido de Artemisia annua L. (Asteraceae), conhecido como um potente agente
antimalarico natural (BRAZ FILHO, 2010) e as folhas de Andropogon leucostachys H.B.K
(Poaceae) que sdo conhecidas por possuirem acdo antitérmica e analgésica comprovadas
cientificamente (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Diversas sdo as espécies de plantas que tém sido investigadas quanto ao conteudo e
potencial de seus metabdlitos. Em estudos realizados com Piperaceae brasileiras foram
observadas ocorréncia de fenilpropanoides, polifendis (flanovoides), pironas, terpenos,
alcaloides, ligndides, amidas, esteroides e cromenos, constituintes que apresentam
propriedades inseticidas, antifingicas, anticancerigenas, anti-hipertensiva, antioxidante, anti-
lipémica, ansiolitica, antidepressiva e anti-inflamatéria (CREMASCO; BRAGA, 2010;
NAVICKIENE et al., 2006; SILVA et al., 2002; ROVANI et al., 2013).

Dentre as atividades biologicas ja descritas na literatura para o género Piper,
destacam-se as propriedades antitumorais de espécies (MESQUITA et al., 2005) como P.
tuberculatum Jacq. (BEZERRA et al., 2015), P. chaba Hunter (RUKACHAISIRIKUL et al.,
2002) P. longum L. (LEE et al., 2013), P. guineense Schumach. & Thonn. (SCOTT et al.,
2005), P. boehmeriaefolium (Mig.) C. DC. (TANG et al., 2010) e P. arborescens Roxb.
(TSAl et al., 2005), por exemplo.

2.4.1. Compostos fendlicos
Os compostos fenolicos constituem uma classe importante de metabolitos vegetal

comuns no ecossistema, consistindo de um grupo hidroxila (-OH) ligado diretamente a um

grupo hidrocarboneto aromatico (LI et al., 2010). Além disso, esses metabolitos tém sido alvo
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constante de estudos quimicos, bioldgicos, agricolas e medicinais devido a suas propriedades
terapéuticas (SANTOS et al., 2011; LI et al., 2010).

Os compostos fenolicos de plantas sdo classificados e agrupados em categorias,
como fendis simples, acidos fenolicos (derivados de &cido cinamico e benzoico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUSA et
al., 2007). Esses compostos, juntamente com 0s terpenoides, Sdo responsaveis por grande
parte das atividades alelopaticas, antioxidantes e anti-inflamatorios ja identificados (SANTOS
et al.,, 2011; SOUSA et al., 2007; LI et al., 2010; NISHIDA et al., 2005). Dentre os 40
farmacos anti-inflamatdrios aprovados entre os anos de 1983 e 1994, doze foram derivados ou
baseados em polifendis/compostos fendlicos de origem natural (COUTINHO et al., 2009).

Entre a grande variedade de compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, por
estarem relacionados com as propriedades antioxidantes, atuando como sequestradores de
radicais livres e quelantes de metais capazes de catalisar a peroxidacdo de lipideos, na funcéo
protetora e no tratamento de doencas degenerativas mediadas pelo estresse oxidativo
(HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008; DORNAS et al., 2007). Esses compostos
representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem vegetal, sendo amplamente distribuidos pela natureza e, por diversas vezes, suas
varias acles bioldgicas lhes conferem um grande potencial farmacoldgico/terapéutico
(COUTINHO et al., 2009).

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos ligados por
um anel pirano (nucleo padrdo C6-C3-C6) e, dependendo das modificacdes no anel central
dessas substancias (diferenciacdo), podem ser enquadrados em outros seis subgrupos:
flavonas, flavononois, catequinas ou flavonois, flavanonas, antocianinas e isoflavonas
(SILVA, 2006; HOFFMANN-RIBANI; RODRIGUEZ-DELIA, 2008; COUTINHO et al.,
2009).

A presenca de flavonoides (C-glicosil) em Piperaceae foi observada pela primeira
vez em 1972 (TILLEQUIN et al., 1978). Posteriormente, em pesquisas realizadas a partir do
extrato e fracGes de folhas de P. marginatum Jacg. foram identificados e isolados os
flavonoides vitexina e marginatosideo (TILLEQUIN et al., 1978). Mais tarde, em estudo
realizado por Quilez et al. (2010) para o extrato de folhas de P. carpunya Ruiz & Pav.
tambem foi identificado o flavonoide Vitexina, seguido de Isovitexina e isoembigenina.

Em outras pesquidas com extrato de folhas de P. callosum Ruiz & Pav. foram
identificados e isolados os flavonoides 5,7,3’,4’,5’-pentametoxiflavona, 5,7,3’,4’-

tetrametoxiflavona e 5-hidroxi-7,3°,4’,5’-tetra-metoxiflavona (FACUNDO; MORAIS; BRAZ
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FILHO, 2000). J& Ahmad et al. (2014) e Rajudin et al. (2010) relataram o isolamento de sete
flavonoides a partir do extrato de folhas de P. porphyrophyllum NE. Br.: 5,7-dimetoxiflavona,
4°,5,7-trimetoxi-flavona, 3°,4°,5,7-tetrametoxiflavona, 4’-hidroxi-3’,5,7-trometoxiflavona, 5-
hidroxi-3’,4°,7-trimetoxiflavona,  4’°,5-di-hidroxi-3’,7-dimetoxiflaona e  5-hidroxi-7-
metoxiflavona, algumas destas tiveram atividade antibacteriana e antiinflamatéria
comprovadas por ensaios in vitro. Assim, desde a descoberta de flavonoides em Piper até os
dias atuais, inumeros estudos tém buscado identificar e isolar esses metabolitos devido ao

grande interesse em suas propriedades bioldgicas.

2.4.2. Fenilpropanoides

Os fenilpropandides sdo uma classe de metabolticos secundarios que estdo presentes
na composicdo do dleo essencial tanto de espécies de Piper quanto de outras espécies do reino
vegetal. Em investigacdes realizadas com o 6leo essencial obtido de folhas de P. divaricatum,
P. hispidinervium e P. callosum, respectivamente, foram observadas altas concentracdes de
safrol (98%, 91% e 70%), substancia que apresenta propriedades antibacteriana e inseticida
(RAMOS et al., 2012; CREMASCO; BRAGA, 2010; SILVA etal., 2010).

O safrol ¢ um fenilpropanoide que possui valor comercial, sendo utilizado pelas
inddstrias como matéria-prima (CREMASCO; BRAGA, 2010). Para isso, o safrol €
isomerizado para obtencdo do isosafrol, seu correspondente mais estavel, que é empregado na
manufatura de piperonal, uma substancia fixadora de fragrancia, e butdxido de piperonila, um
inseticida sinergista (CREMASCO; BRAGA, 2010).

Em outros estudos com o 6leo essencial dos frutos e talos finos de P. tuberculatum
Jacq. e das raizes de P. hispidum H.B.K. foram identificados como constituintes majoritarios
0 Oxido de cariofileno e (E)-cariofileno, ambos em diferentes porcentagens para P.
tuberculatum e, para P. hispidum foram identificados o dilapiol (57,5%), a elemicina (24,5%)
e o0 apiol (10,2%) (FACUNDO et al., 2008). O dilapiol também é um fenilpropanoide ao qual
¢ atribuida a atividade inseticida, larvicida, fungicida, bactericida e acaricida, tal substancia
também ja foi identificada em P. aduncum e pode ser encontrada em outras espécies do
género (PEREIRA et al., 2008).

Em pesquisas recentes realizadas na Universidade Federal do Amazonas, foram
isolados e testados 15 constituintes quimicos ativos de P. aduncum (entre eles o dilapiol).
Para isso, algumas moléculas foram modificadas e transformadas em derivados

semissintéticos para aumentar a forma de acdo e, cinco destas substancias apresentaram
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efeitos potencialmente efetivos sobre larvas e mosquito adulto Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) (SOUZA, 2017). Posteriormente, foram elaboradas formulagdes derivadas de P.
aduncum como cremes repelentes, spray para ambiente e um produto larvicida, tais produtos
encontram-se em fase de testes (SOUZA, 2017; PEREIRA et al., 2008).

2.4.3. Alcaloides

As espécies da familia Piperaceae também sdo conhecidas por apresentarem e
acumularem uma série de alcaloides, tais como amidas, que possuem uma elevada atividade
bioldgica, sendo mais frequente a piperina (NAVICKIENE et al., 2003; SILVA et al., 2002).
A piperina (1-piperoyliperidine) € um dos principais constituintes dos frutos de P. nigrum L. a
qual esta associada a varios efeitos farmacologicos como antidiurético, hepatoprotetor, anti-
inflamatorio, analgésico, alta atividade antioxidante, além de ser aplicada no tratamento da
doenca de Alzheimer (ZARAI et al., 2013; MAHMOOD et al., 2014). Essa amida também
pode ser encontrada em espécies como P. longun Linn., P. guineense e P. tuberculatum Jacq.
(SANTOSH et al., 2005; UPADHYAY et al., 2013; SCOTT et al., 2005).

Todavia, em pesquisas voltadas para investigacdo do extrato de frutos de P.
tuberculatum, foram isoladas as amidas piplartina e dihidroplartina (FACUNDO et al., 2008;
BEZERRA et al., 2007). Enquanto, que em outros estudos com extratos de Piper foram
identificadas e isoladas as amidas piperlonguminina, guineensina, chabamida, pelitorina e
piperidina (MGBEAHURUIKE et al.,, 2017). Na Tabela 1 estdo dispostos alguns dos
metabdlitos isolados de espécies do género Piper, bem como as principais propriedades
bioldgicas atribuidas a estas substancias.



Tabela 1 - Alguns metabdlitos isolados de espécies de Piper.
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Classe Composto Atividade Ocorréncia Referéncias
Piperolactama Citotoxica P. acutisleginum  Olsen et al., 1993;
P. arborens Singh et al., 1996;
P. argyrophylum Chen et al., 2004;
P. Xiao et al., 2005;
boehmeriaefolium Chaves et al.,
var. tonkinense 2006; Marques et
P. marginatum al., 2007; Ee et
P. nigrum al., 2008;
P. scutifolium (Tabopda et al.,
P. taiwanense 2008).
P. umbellatum
Stigmalactama Citotoxica P. (Xiao et al.,
boehmeriaefolium 2005).
Cefaradiona A Citotoxica P. argyrophylum (Gupta et
Danificagcdo de ADN P. lolot al.,1999; Ma et
P. caninum al., 2004b; Li et
al., 2007).
Dimero de Citotdxica P. arborescens (Braz Filho et al.,
Piplartina A P. rugosum 1981; Duh et al.,
P. tuberculatum 1990; Maxwell e
(fruto) Rampersad, 1991;
P. puberullum Lee et al., 2004;
Marques, 2009;
Lago; Ito et al.,
2012).
Alcaloides
Chavicine Intensificador de P. nigrum (Xin et al., 2016;
meméria Igbal et al., 2016.)
Piperina P. longun Linn.
Antipirética P. nigum Linn. (Santosh et al.,
Antimicrobiana P. guineense 2005; Upadhyay
Anti-inflamatéria P. tuberculatum etal., 2013; Wang
Analgésica (fruto) et al., 2017; Scott
Citotdxica et al., 2005;
Antioxidante Bezerra et al.,
Hepatoprotetora 2005;
Antimidtica Mgbeahuruike et
al., 2019).
Piperilina NI P. guineense (Mgbeahuruike et
al., 2019)
Piplartina Citotoxica P. tuberculatum (Facundo et al.,
Antimidtica (frutos) 2008; Bezerra et
Antitumoral al., 2005, 2007,
Antileucémico 2012).
Antiflingica
Ansiolitica

Antidepressiva
Antiagregantes
plaquetarios
Antileishmania

(Continua)
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Classe Compostos Atividade Ocorréncia Referéncia
Dilapiol Inseticida P. aduncum (Ramos et al.,
Antimicrobiano P. obriquum 1986; Orjala et
P. hispidinervum al., 1993;
P. marginatum Benevides et al.,
P. regnellii 1999; Estrela et
al., 2006; Rafael
et al., 2008;
Guerrini et al.,
2009).
Elemicina Antimicrobiana P. bankisii (Loder e Neam,
P. futokadsura 1972; Ramos et
P. guineense al., 1986;
P. lanceaefolium Ekundayo et al.,
Fenilpropanoides P. mar_ginatum 1988; Mungjina et
P. nigrum al., 2001; Jirovetz
P. hispidum et al., 2002;
Konishi et al.,
2009; Facundo et
al., 2008).
Safrol Antimicrobiana P. cubeba (Banerji; Dhara,
Antioxidante P. sylvaticum 1974; Bodiwala et
Antineoplasica P. retractorum al., 2007;
P. aduncum Marques, 2009;
P. auritum Cremasco; Braga,
P. betle 2010; Ramos, C.,
P. guineese etal., 2012).

P. hispidinerviu
P. marginatum

P. obliquum
P. divaricatum (Facundo et al.,
P. callosum 2008)
(E)-cariofileno P. hispidum
Limoneno Antifingica P. nigrum (Musengg;
Antibacteriano P. tuberculatum Madrioli et al.,
(6leo essencial) 2007; Facundo et
Terpenos al., 2008).
a-pineno / Antifungica P. nigrum (Musenga;
- pineno Antibacteriano P. tuberculatum Madrioli et al.,
(6leo essencial) 2007; Facundo et
al., 2008).
Sesamina Antituberculose P. cubeba (Marques, 2009;
Antioxidante P. refractorum Pamar e Jain,
Nefroprotetora P. sylvaticum 1997).
Antileishmania
Antihipertensivo
(-) — grandisina Tripanomicida P. solmsianum (Leite et al., 2012;
Lignanas e Larvicida Marques, 2009).
neolignanas Inseticida
(-) — cubebina Antiflingica P. cernuum (Marques, 2009;
Antihistaminica P. clusii Niwa et al.,
Antiinflamatdria P. cubeba 2013).
Tripanomicida P. nigrum

Antineoplasica

P. trichostachyon

(Continua)
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Classe Compostos Atividade Ocorréncia Referéncia
Flavokavaina B Antifingica P. dilatatum (Dos Santos et al.,
Leishmanicida P. rusbui 2013; Flores et
Citotoxica P. methylsticum al., 2007; Wang et
Anticancer al., 2014).
Adunchalcona Leishmanicida P. aduncum (Dal P;gﬂc)) etal,
Compostos Vitexina Anti-inflamatdrios, P. marginatum (Tillequin et al.,
Fendlicos/ Anticéncer, P. carpunya 1978; Gu et al.,
Chalconas / Antiespasmodicos, P. amalago 2017; Santos et
Flavonoide Antimicrobianos, al., 2015; Rovani
Antioxidantes, et al., 2013).
Antitireoidianos,
Antiarteriosclerdticos
Prevencdo de doencas
Cardiacas
Marginatosideo NI P. marginatum (Tillequin et al.,
1978; Bru;
Guzman,2016).
Estigmasterol Antifungica P. (Lago et al., 2012;
chimonantifolium Facundo et al.,
P. renitens 2012; Facundo et
P. dilatatum al., 2008; Alves et
P. tuberculatum al., 2010;
(frutos) Bardelli, Kirizawa
P. e Sousa, 2008).
Esteroides carniconnectivum
Analgésica P

B-Sitosterol

Anti-inflamatoria

Antifingica

Analgésica
Anti-inflamatéria

gaudichaﬁdianum

P.
chimonantifolium
P. renitens
P. dilatatum
P. tuberculatum
(frutos)

P.
gaudichaudianum

(Lago et al., 2012;
Facundo et al.,
2012; Facundo et
al., 2008;
Bardelli;
Kirizawa; Sousa,
2008).

Nota: Em negrito estdo destacados os metabdlitos isolados de P. tuberculatum. Atividade N&o Informada (NI).
Fonte: Adaptado de Santosh et al. (2005); Upadhyay et al. (2013); Fokoue (2014); Bra e Guzman (2016);

Mgbeahuruike et al. (2017, 2019); Bezerra et al. (2005, 2007, 2012); Facundo et al. (2008).

2.5. Potencial antibacteriano de Piper

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento de muitas

substancias que ainda hoje sdo utilizadas clinicamente ou serviram como prototipos para a

sintese de novos farmacos (COUTINHO et al., 2009). Assim, ao longo das ultimas décadas,

desde a descoberta das penicilinas naturais, o avanco da indudstria farmacéutica levou ao
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surgimento de diversos antimicrobianos, com espectro de acdo cada vez mais amplo
(CUNICO et al., 2004).

No entanto, o consumo elevado de antibioticos desencadeou 0 aumento da resisténcia
bacteriana e limitou as opg¢des terapéuticas dos processos infecciosos, causando assim um
sério problema de salde publica (CUNICO et al., 2004, 2006; ANTUNES et al., 2006;
SANTOS, 2004)

Todavia, os produtos naturais surgem como uma possibilidade a resisténcia
bacteriana a terapia antibacteriana usual, visto que sdo fontes importantes no desenvolvimento
de novos farmacos (DUARTE et al., 2006; KALEGARI, 2012). A utilidade de extratos
vegetais para a terapia antimicrobiana e para o combate de outros tipos de doengas tem sido
promissora desde os tempos antigos (MARMITT, et al., 2015).

Algumas espécies de Piper como P. guineense Schumach. & Thonn., P. longum L.,
P. nigrum, P. capense L. f., P. betle, P. tuberculatum Jacq., P. retrofractum Vahl séo ricas em
compostos bioativos como: amidas, alcaloides, flavonoides, taninos, glicosideos, terpenoides
e compostos fendlicos. Esses compostos bioativos servem como um reservatério para
descoberta de drogas e tém sido amplamente relatados como presentes nas sementes, folhas e
casca do caule de espécies de Piper, estas substancias tém demonstrado enorme potencial
antimicrobiano (MGBEAHURUIKE et al., 2017; FACUNDO et al., 2008).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar as caracteristicas morfoanatdbmicas, analisar o perfil fitoquimico,

potencial alelopatico, antioxidante e antibacteriano do extrato alcodlico e fracGes obtidas de

folhas de Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae).

3.2.

A\

Objetivos Especificos

Quantificar o teor de s6lidos e rendimento do extrato bruto e fracdes;

Determinar o teor de cinzas e umidade das folhas de P. tuberculatum Jacq.;

Avaliar o perfil fitoquimico do extrato bruto e fracbes por métodos
espectrofotométricos classicos em fitoquimica, bem como analisar as amostras por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

Investigar as caracteristicas morfoanatdmicas e histoquimicas de folhas de P.
tuberculatum;

Verificar o potencial alelopatico do extrato bruto e fracdes frente as sementes de
Lactuca sativa var. crispa (alface) e Allium cepa var. write creole (cebola) por ensaios
de germinacao e crescimento;

Analisar o potencial antioxidante pelo método de reducdo do complexo
fosfomolibdénio;

Avaliar o potencial antibacteriano do extrato bruto e fragdes de P. tuberculatum Jacqg.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta, herborizacéo e fixacao.

A coleta das folhas frescas de P. tuberculatum Jacg. (Figura 3A) foi realizada nas
dependéncias do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET) (3°08'33.4"S 58°25'53.7"
W) pertencente a Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizado no municipio de

Itacoatiara/AM a 176 km (em linha reta) a leste de Manaus, capital do estado.

Figura 3 - Piper tuberculatum (A), coletadas para
extrato (B), coleta para morfoanatomia e
histoquimica (C), exsicata (D).

Fonte: Nogueira (2017).

Foi realizada coleta de folhas frescas (Figura 3B) para a preparacdo do extrato
alcoolico. Realizou-se também uma coleta especifica de folhas integras (Figura 3C),
completamente desenvolvidas e expandidas para a caracterizagdo morfoanatbmica e
histoquimica e adotou-se a classificacdo Hickey (1974) para analise da morfologia foliar.

Uma exsicata do referido material (Figura 3D) foi confeccionada e depositada no
HERBIT, herbario pertencente ao Centro de Estudos Superiores de Itacoatiara — CESIT, da
Universidade do Estado do Amazonas — UEA, sob registro n® 0033. A identificacdo da
especie foi realizada por meio de analise de colecbes amazobnicas e confirmada por

especialista na familia Piperaceae.



38

4.2. Reagentes, solventes e equipamentos

Os reagentes e solventes que foram utilizados neste trabalho foram de grau analitico
(P.A) de origem Merck®, Vetec® e Sigma-Aldrich® e para as analise em cromatografia
liquida de alta eficiéncia foi utilizado solventes grau HLPC de origem Merck®, com exce¢do
do élcool 70% que foi preparado a partir do alcool comercial (95°GL).

As analises de determinacdo e quantificacdo dos metabolitos presentes no extrato
bruto e fracdes foram feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV-1800 e
espectrofotdmetro de varredura Shimadzu® modelo UV-1601. Cromatografo a Li quido
de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) tipo detector de ultravioleta, VVarian® modelo Pro Star, coluna
C18 fase reversa. Para as analises morfoanatdmica e histoquimica foi utilizado Microscépio
Optico Leica® DM500.

4.3. Obtencéo do extrato bruto e fracgdes

O material vegetal coletado foi limpo e picotado com tesoura esterilizada com alcool
95°GL. Em um béquer foram pesados 550¢g das folhas frescas picotadas e a este adicionado
volume de alcool 70% suficiente para cobrir a amostra e deixado em maceracdo por sete dias
consecutivos em temperatura ambiente (Figura 4A). Decorrido esse periodo, o extrato
alcoolico foi filtrado por algodao e transferido para outro recipiente previamente limpo, seco,
pesado e identificado, e em seguida foi submetido a secagem em banho-maria (50°C) para
obtencdo do extrato bruto concentrado (EB) (Figura 4B). AplGs secagem, 0 recipiente
contendo o extrato foi pesado e o valor anotado. Cerca de 3g desse extrato foi reservado para

ser usado em outras analises.

Figura 4 - Folhas em maceracédo (A) e Extrato Bruto de P.
tuberculatum (B).

Fonte: Nogueira (2017).
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O extrato bruto (EB) foi submetido ao processo particdo solido-liquido com volumes
de 50 mL (por 3x) de solventes em ordem crescente de polaridade. Dessa forma foram
adquiridas 4 fracdes: Fracdo Hexano (FH), Fracdo Cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de Etila
(FAE) e a Fracdo Remanescente (FR). A partir das massas do extrato bruto e fracbes foram
calculados os teores de solidos e rendimentos. A equacdo 1 foi utilizada para calcular o
rendimento do EB e a equacdo 2 para calcular o rendimento das fraces:

Teor de sdlidos (g)

% Rendimento = x 100% Equagéo 1

Massa do material fresco (g)

massa da fracgao (g)
Massa do EB (g)

% Rendimento = x 100% Equacéo 2

O extrato bruto EB e as fracbes FH, FC, FAE e FR obtidos foram utilizados como
amostras para a determinacdo e quantificacdo dos principais grupos de metabolitos
secundarios, testes de potencial alelopatico e potencial antibacteriano, bem como

caracterizacdo dos constituintes quimicos presentes.

4.4.  Determinagéo do teor de umidade das folhas frescas de P. tuberculatum

A determinacdo do teor de umidade (teor de agua) presente nas folhas de Piper
tuberculatum foi realizada seguindo o método executado por Braga et al. (2007) e pela
Farmacopeia Brasileira 5% edicdo (BRASIL, 2010). Nesse procedimento, foram pesadas
embalagens de formas de papel aluminio previamente limpas e dessecadas em estufa (por 30
minutos) e os valores anotados. A estas, foram adicionados 50 g de folhas frescas picotadas.
O material vegetal foi distribuido de maneira uniforme sobre as férmas. As amostras
permaneceram em estufa a 50°C por 24 horas para determinacdo do teor de dgua. Em seguida
foram resfriadas e pesadas até que obtivessem peso constante.

Posteriormente, a temperatura foi aumentada para 105°C e as amostras
permaneceram durante 5 horas em estufa para determinagdo da umidade, em seguida foram
resfriadas em dessecador e pesadas até que obtivessem peso constante. O teste foi realizado
em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de agua em relagdo as folhas

Secas.



40

4.5. Determinagéo de cinzas totais das folhas secas de P. tuberculatum

O teste de cinzas totais foi realizado de acordo com o preconizado pela Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010) e consistiu em pesar aproximadamente 2 g das folhas
secas de Piper tuberculatum, em cépsulas de porcelana previamente limpas, secas e pesadas.
A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e incinerada em mufla (Zezimeq TC4S)
a 550 °C de modo a ndo ultrapassar 600°C. As capsulas foram resfriadas em dessecador e
posteriormente pesadas até obter valor constante. Os resultados de porcentagens de cinzas

foram expressos em relacdo as folhas secas. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.6.  Analise do perfil quimico do extrato bruto e frac6es

As andlises de identificacdo e quantificacdo de clorofilas (a e b) e carotenoides,
taninos e antocianidinas foram realizadas no Laboratdrio de Farmacotécnica do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET/UFAM). Ja as analises para compostos fendlicos,
flavonoides, fitoesteroides e atividade antioxidante foram realizadas no Laboratorio de
Fitoquimica do Departamento de Farmacia - Universidade Federal do Parand (UFPR) sob
responsabilidade do Prof. Dr. Obdulio Gomes Miguel, Prof.2 Dr.2 Sandra Maria Warumby
Zanin, Prof.2 Dr.2 Marilis Dalarmi Miguel, Prof.2 Dr.2 Josiane de Fatima Gaspari Dias. As
analises cromatograficas em Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas na Central Analitica também pertencente ao departamento de Farmacia da UFPR

sob responsabilidade da Dr.2 Maria da Graga Teixeira de Toledo.

4.6.1. Quantificacdo do conteldo total de clorofila a e b, e carotenoides

Para avaliagdo do teor de clorofila total a (ChloA) e b (ChloB), e carotenoides
(CAROT) foram preparadas solugdes em &lcool 95°GL com concentragdo de 1000pug/mL a
partir do extrato bruto e fragdes, conforme descrito por Dere, Gines e Sivaci (1998).

Os valores de absorbancias das amostras foram determinados em espectrofotbmetro
Shimadzu modelo UV-1800 a 666, 653 e 470 nm, contra uma solucdo branco de alcool 96% e
os contetdos totais foram calculados de acordo com as equacdes 3, 4 e 5 e as concentragdes

dos metabolitos foram expressos em mg/g.

ChloA = (15.65 x AB66) — (7.340 x A653)  Equaco 3
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ChloB = (27,05 x A653) — (11,21 x A666) Equacdo 4

ChloB
245

CAROT = (1000 x A470) — (2,860 x ChloA) — (129,2 x [ ]) Equacdo 5

4.6.2. Quantificacdo do contetdo total de compostos fendlicos

A determinagdo da concentracdo total de compostos fendlicos no (EB) e fragdes (FH,
FC, FA, FR) foi baseada nos estudos de Folin e Dennis (1915), adaptada por Singleton e
Rossi (1965).

A analise consistiu na preparacdo de solucBes do extrato bruto e das fracdes na
concentracdo de 1mg/mL em metanol. Posteriormente procedeu-se a preparacdo em metanol
da solugdo-mae de &cido galico na concentracdo de 1mg/mL. A partir da qual foram
transferidos volumes de 50, 100 e 150 pL para tubos de ensaios. Em seguida foram
adicionados 150, 100 e 50 pL de metanol aos tubos, respectivamente. Logo apds, foram
adicionados 0,4 mL do reagente Folin-Ciocalteu® (Sigma). As solu¢des foram mantidas em
temperatura ambiente durante 5 minutos e em seguida foram adicionados 2 mL de carbonato
de sddio 20% (m/v) obtendo a curva padrdo nas concentracdes de 3,00 ug/mL, 8,06 ug/mL e
16,12 pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado, sendo desta vez foi utilizado 100 pL das
amostras e mais 100 pL de metanol, ao invés das solucBes-padrdo. A solucdo-branco foi
preparada de modo a conter todas as solucbes preparadas anteriormente, menos as amostras,
que foram substituidas por metanol.

Apdbs esse processo, as amostras foram aquecidas em banho-maria a 40 °C por 20
minutos e posteriormente resfriadas em banho de gelo. Os valores de absorbancia das
amostras foram determinados por espectrofotometria a 760 nm. As concentracfes de
compostos fenolicos totais foram calculadas através da equacdo de regressao linear obtida a
partir da curva de calibracdo das solucdes padrbes e as concentracdes foram expressas em
mg./g.

O método empregado para detec¢do de compostos fendlicos utiliza a reducédo pelos
fenois, em meio alcalino, do fosfomolibdato-fosfotungstato a oxido de molibdénio e se forma

um complexo molibdénio-tungsténio cuja coloragdo é azul (SILVA et al., 2010).
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4.6.3. Quantificagdo do conteudo total de flavonoides

Para proceder a quantificacdo do teor total de flavonoides, foi utilizada metodologia
baseada nos estudos de Chang et al. (2002), conhecido como método do tricloreto de
aluminio, no qual a rutina foi utilizada como substancia de referéncia. As amostras (EB e
fragdes) foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL em metanol.

Uma solucdo-estoque de rutina foi preparada na concentracao de 1 mg/mL. Volumes
de 50, 100 e 150 pL da solucdo-estoque foram transferidos para tubos de ensaios e
completados com volumes de 150, 100 e 50 puL de metanol, respectivamente, obtendo-se
volumes de 200 pL nos tubos. A 200 pL de cada solugdo foram adicionados 400 puL de uma
solucdo de cloreto de aluminio a 2% e 4,4 mL de metanol. Dessa forma, foi obtida a curva de
calibracdo da rutina nas concentragdes de 10, 20 e 30 pg/mL. O mesmo procedimento foi
empregado para as amostras e utilizou-se 200 pL destas ao invés de utilizar o padrdo de
rutina. Os valores de absorbancias foram determinados em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 415 nm.

A equacdo de regressdo linear obtida pela curva de calibracdo da rutina foi utilizada
para efetuar o célculo da concentracdo de flavonoides totais nas amostras de EB e fracbes FH,
FC, FAE e FR, que foram expressas mg/g.

4.6.4. Quantificacdo do conteudo total de taninos

Para proceder a quantificacdo do contetdo total de taninos a metodologia empregada
foi baseada nos estudos de Ribéreau-Gayon et al. (2006), onde foram preparados dois tubos-
teste codificados (1 e 2) para cada amostra (EB e fracGes) na concentracdo de 0,5 mg/mL
preparadas em alcool 95°GL. Nos tubos de ensaio foram adicionados 1 mL das amostras,
acrescidas de 3 mL de HCI concentrado e 1 mL de &gua destilada.

Os tubos-teste 1 foram aquecidos em banho-maria a 100 °C durante 30 minutos, e
aos tubos-teste 2 foram adicionados 0,5 mL de alcool 95°GL. Os valores de absorbéancia
(AOD) dos tubos-teste 1 foram determinados em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 470, 520 e 570 nm, e 0s tubos-teste 2 de cada amostra foram utilizados como solugéo
branco.

As equacdes 6 e 7 foram utilizadas para efetuar o célculo de dois novos valores de
absorbancia calculada (AOD 520).
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AOD 520 =1,10 AOD 470 Equagdo 6

AOD 520 = 1,54 AOD 570 Equacao 7

O conteudo de taninos totais foi calculado com base na equacdo 8 na qual foi
utilizada o menor valor de absorbancia, seja ela determinada experimentalmente ou calculada

e a concentracdo foi expressa em mg/g.

TTanC = 15,7 AOD 520 Equagao 8

4.6.5. Quantificacdo do conteudo total de antocianidinas

A analise do teor total de antocianidinas foi realizada de acordo com Ribéreau-
Gayon et al. (2006), em duplicata, do EB e das fragdes, na concentragdo de 0,5 mg/mL
preparados em alcool 96%. Nos tubos de ensaio foram adicionados 1 mL das amostras,
acrescidas de 0,5 mL de HCI 0,1% em alcool 95°GL e 10 mL de HCI 2% aquoso.

Como as analises foram efetuadas em duplicata, as primeiras amostras foram diluidas
com 4 mL de agua destilada e as segundas foram tratadas com 4 mL de bissulfito de sddio
(NaHSO3) 13% aquoso. As amostras foram entdo diluidas ao dobro do seu volume original
pela adicdo de éalcool 95°GL. As absorbancias das solugbes foram determinadas em
espectrofotbmetro a 520 nm, contra as amostras nao tratadas com bissulfito de sodio que
serviram como solucdes-branco.

Os valores de absorbancia encontrados foram multiplicados pelo fator 875, que

fornece as concentrac@es de antocianidinas totais, foram expressas em mg/g.

4.6.6. Quantificacdo do contetdo total de fitoesteroides

Para a quantificacdo do teor total de fitoesteroides foi empregada metodologia de
Daksha et al. (2010). Inicialmente foi construida uma curva de calibragdo com colesterol em
concentragdes de 95, 173, 239, 295 e 343 ug/mL, partindo de uma solugdo-mée de 1mg/mL
em cloroformio. Em seguida, 1 mL do reagente Lieberman-Burchardt foi adicionado a cada
concentracdo, com excecdo do branco e logo apds foram adicionados 4,5 mL de cloroférmio.

As amostras de EB e fragdes foram preparadas nas concentragdes de 10 mg/mL. Em

tubos de ensaios foram adicionados 200 plL das amostras, 1 mL do reagente Lieberman-
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Burchardt e 4,5 mL de cloroférmio. As amostras foram acondicionadas em temperatura
ambiente ao abrigo de luz durante 15 minutos. Decorrido esse tempo, estas foram submetidas
a determinacdo de absorbancia em 640 nm e os calculos das concentracGes de fitoesteroides
foram determinados a partir da equacao de regressdo linear obtida pela curva de calibracdo do

colesterol e expressas em mg/g.

4.6.7. Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

O método utilizado para analise das amostras por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) foi descrito por Paula (2014a). Para a verificacdo do perfil das amostras
(EB e fragdes) foi utilizado cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) tipo
detector de ultravioleta, Varian® modelo Pro Star, foi utilizada coluna de fase reversa C18
(Waters 4,6x150 mm) com loop de 20 pL, a temperatura de 25 °C, numa taxa de fluxo de 1
mL/min e deteccdo por varredura de espectro de 200 nm a 400 nm para verificar o perfil das
amostras. As amostras foram preparadas em metanol grau CLAE nas concentracfes de 5
mg/mL (EB) e 2,5 mg/mL (fracdes) e foi utilizada solucdo padrdo de vitexina (Aldrich 99%
de pureza) a 10 pg/mL.

O sistema de eluicdo em gradiente para separacdo dos constituintes das amostras foi
composto por uma mistura de metanol (Fase A) e acido fosférico aquoso a 1% (Fase B). No
tempo zero do método, o eluente empregado foi uma mistura de 5% (Fase A) e 95% (Fase B),
gue permaneceu constante até 5 minutos de andlise. De 5 aos 35min houve aumento da
porcentagem de fase A e diminuicdo da porcentagem de fase B. Aos 35 minutos a condicéo
experimental foi alterada e estabelecida em 95% (Fase A) e 5% (Fase B), com manutencéo
dessas concentracdes até os 40 minutos de analise (Figura 5)

O sinal do composto principal de cada amostra foi avaliado comparando o seu
espectro de absorcdo ultravioleta (UV) com padrdes disponiveis no banco de dados para
identificacdo e coeluido as amostras com o padrdo que apresentou similaridade de pelo menos
99% entre os espectros de absor¢cdo em UV. A quantificacdo do composto majoritario foi
realizada pela utilizacdo da curva de calibra¢do construida com inje¢Ges de 5 concentragdes,
em triplicata (5pug/mL a 50 pg/mL) do padrdo de Vitexina. O resultado foi comparado com o

banco de dados disponiveis na literatura.
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Figura 5 - Sistema de eluicdo em gradiente: Metanol (fase A) e
solucdo de acido fosforico 1% (fase B).

100 95:5

(%)

0 5 35 40
(min)

Nota: O esquema ilustra o sistema de eluicdo em gradiente.
Observa-se 0 aumento da porcentagem de fase A (em vermelho)
e diminuicdo da porcentagem de fase B(em azul) no intervalo de
5 a 35 min.

Fonte: Nunes (2019).

4.7.  Investigacdo morfoanatdmica e histoquimica das folhas de P. tuberculatum

Folhas inteiras e fragmentos da base, meio e &pice foram fixadas em FAA
(Formalina, &cido acético e 50% de etanol; volumes 1:1:18) e formalina tamponada neutra
(FNT) por 48 horas e posteriormente estocadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Alguns
fragmentos das amostras também foram fixados em sulfato ferroso (SFF) para deteccdo de
compostos fenolicos (JOHANSEN, 1940).

4.7.1. Estudo Anatbmico e Histoquimico

Folhas inteiras e fragmentos da base, meio e &pice foram submetidas a tecnica da
diafanizacao por meio de hidréxido de sodio (NaOH) a 5% até total despigmentacdo (SASS,
1951) e clarificadas em hipoclorito de sédio (NaClO) 10% (VASCO et al., 2014). Apos
lavagem e estocagem em alcool 70% o material foi corado em violeta cristal 1% e fucsina

basica e posteriormente montados em gelatina, conforme Roeser (1972).

4.7.2. Analises histoquimicas

Fragmentos das amostras fixadas foram embebidos em metacrilato de resina

(Historesina Leica; Microsistema Leica, Heidelberg, Alemanha). Com auxilo de micrétomo
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rotativo (Leica RM2155, Deefield. EUA) foram obtidas sec¢Bes transversais e paradérmicas
com 5 pum de espessura. As seccOes foram coradas com azul de toluidina pH 4,7 (O’BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964).

As amostras fixadas em (FNT) também foram seccionadas transversalmente a méo
livre com auxilio de embalba (Cecropia sp.) e microtomo de mesa. As sec¢bes foram
submetidas a coracdo com azul de toluidina para descricdo geral do padrdo anatémico
(O’BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) e testes histoquimicos para investigacdo das
principais classes de metabdlitos secundarios: azul de Coomassie (FISHER, 1968) para
deteccdo de proteinas totais, PAS (Reagente de Schiff/ &cido periddico) para polissacarideos
de cadeia longa (O’BRIEN; MCCULLY, 1981; McMANUS, 1948) Sudan Red para lipidios
totais (PEARSE, 1980) e NADI - Reagente NADI (DAVID; CARDE, 1964) para 6leos
essenciais e oleorresinas. Para deteccdo de compostos fendlicos o material fixado em SFF foi
seccionado e analisado (JOHANSEN, 1940).

Os procedimentos de microscopia de luz foram realizados no laboratério de boténica
do ICET/UFAM e no laboratorio de Anatomia vegetal da Universidade Federal de Vicosa
(UFV). As observacdes e a documentacdo fotografica foram realizadas em microscopio optico
(Leica® DM500) equipado com uma camera digital (Nikon A100). O tratamento das imagens
e a montagem da prancha foram realizados com o auxilio dos programas Inkscape® versdo

0.92.3, software livre.

4.8. Teste do potencial alelopatico

O teste do potencial alelopéatico do extrato bruto e fracdes de Piper tuberculatum foi
feito em sementes de L. sativa (alface) e de A. cepa (cebola) de acordo com a metodologia
descrita por Macias et al. (2005). Dessa forma, 50 sementes das plantas de teste L. sativa
(alface) e 25 de A. cepa (cebola) foram colocadas em placas de petri com papel filtro e 5 mL
das amostras (extrato bruto e fracOes) preparadas em concentracdes de 125 pg/mL, 250
pg/mL e 500 pg/mL para cada amostra. Os testes foram feitos em quadruplicata para cada
concentragdo, seguido de incubacdo em cdmara de germinacdo a temperatura controlada. Para

o teste de controle (testemunha) foi utilizada agua destilada ao invés das amostras.
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4.8.1.  Germinag&o e crescimento

Os bioensaios de germinacdo e crescimento foram empregados de acordo com a
metodologia descrita por Barnes e Putnam (1987) e Macias et al. (2005) e realizados no
laboratério de Farmécia do ICET/UFAM. A germinacdo, geralmente definida como
emergéncia de radiculas, foi monitorada no decorrer do processo e o critério adotado foi a
protrusdo radicular com no minimo 2 mm de comprimento. As sementes germinadas de
alface foram contadas no intervalo de 24h durante 7 dias e as sementes germinadas de cebola
no intervalo de 24 h durante 14 dias, em sistema de fotoperiodo de 12h. O ensaio foi
interrompido quando o nimero de sementes germinadas mantive-se estavel por 3 dias
seguidos.

O indice de velocidade de germinacdo das plantulas foi calculado pela equagéo 9, como
segue:
IVG=%+%+§—2+%...Z—Z Equacéo 9
Em que G1, G2, G3, G4 ... Gn é o numero de sementes germinadas e N1, N2, N3, N4 ... Nn é
0 nimero de dias apds a semeadura.

O teste de crescimento foi realizado apds o periodo de germinacéo cessar e consistiu

na medicdo do comprimento da radicula/hipocétilo de 10 plantulas de cada tratamento,

utilizando papel milimetrado.

4.9. Avaliacdo de atividade biologica
4.9.1. Potencial antioxidante
4.9.1.1. Avaliacdo do poder redutor frente ao complexo do fosfomolibdénio

Este metodo foi executado com base em Prieto, Pineda e Aguilar (1999). O
complexo fosfomolibdénio é formado pela reacdo da solucdo de fosfato de
sodio 0,1 M (28 mL), molibdato de am6nio 0,03 M (12 mL), acido sulfarico 3M (20 mL) e
agua destilada (g.s.p 100 mL), preparado no momento do uso. As amostras de EB e fracGes

foram preparadas na concentracdo de 200 pg/mL em metanol.



48

Em tubos de ensaios foram adicionados 300 pL das solugdes das amostras preparadas
anteriormente (60 uL das amostras + 240 puL de metanol), seguida da adi¢cdo de 3 mL do
reagente do complexo fosfomolibdénio. Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria
a 95 °C por 90 minutos. Logo apo6s, foram resfriados e as absorbancias das amostras foram
determinadas em espectrofotdmetro a 695nm. Como branco da andlise foram utilizadas
solugdes contendo 300ul de metanol adicionados a 3 mL do reagente do complexo do
fosfomolibdénio. O poder redutor das amostras foi comparado com o padrdo acido ascérbico
(200ug/mL) cujo poder redutor foi normalizado para 100% (BALESTRIN et al., 2008).

4.9.2. Teste de potencial antibacteriano

A andlise do potencial antibacteriano foi realizada no Laboratorio de Microbiologia
do Centro Universitario Autdnomo do Brasil (UNIBRASIL), sob responsabilidade da Prof.2
Dr.2 Cristina Peitz de Lima e Prof.2 Dr.2 Vera Llcia P. dos Santos.

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana do (EB) e fracdes das folhas de Piper
tuberculatum foi utilizado o método de difusdo em disco adaptado de Salvagnini et al. (2008)
e Ostrosky et al. (2008).

Os extratos foram preparados na concentracdo de 100 mg/mL em alcool 70%.
Volumes de 10 pL das soluces-amostras foram impregnados em discos (10 mm de diametro)
de papel estéril com auxilio de micropipeta e secos em estufa a 35 °C. As cepas de bactérias
usadas neste estudo foram Escherichia coli (ATCC 1229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
1239), Salmonella thyphimurium (ATCC 1243), Staphylococcus aureus (ATCC 1248) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 1251).

Primeiramente as cepas foram repicadas em caldo nutritivo Brain-Heart Infusion
(BHI) e incubadas em estufa a 35 ° C por 24 horas até atingir o crescimento exponencial.
Decorrido esse tempo, uma aliquota foi semeada em Agar Mueller Hinton e incubada
novamente em estufa a 35 °C por mais 24 horas. Em seguida, foram preparados 2 mL de
solucBes de salina estéril 0,9% com as referidas bactérias, utilizando como comparacgdo de
turbidez o tubo nimero 0,5 da escala de MacFarland (1-3 x 10® UFC/mL, unidades
formadoras de coldnia). O repique foi realizado em placas contendo Agar Mueller Hinton
com auxilio de uma alca de platina esterilizada.

Depois de realizada a impregnacdo do EB e fracGes em discos de papel estéril, os

mesmos foram distribuidos nas placas inoculadas. Estas placas foram incubadas invertidas em



49

estufa a 35 °C por 24 horas. Apos esse periodo, as placas foram retiradas e os halos de
inibicdo foram medidos.

Foram realizados trés controles: o controle positivo de inibicdo com cloranfenicol 30
ug, controle negativo do disco de papel estéril impregnado com o solvente utilizado para
diluir as amostras e o controle de esterilidade do meio, no qual duas placas foram incubadas
sob mesmas condic¢des do ensaio para as amostras. O teste foi realizado em duplicata.

4.10. Andlise de dados

Para as determinacGes das concentragdes dos metabolitos secundarios os resultados
foram obtidos por analise em Excel® e foram expressos como valores de média+desvio
padrdo.

Para a analise de dados do potencial alelopatico foram consideradas como variaveis
independentes as fracGes e concentracBes e avaliados o efeito sobre as varidveis dependentes
comprimento, hipocotilo, radicula e 1IVG das plantulas. Para isso, foi utilizada analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA), seguido pelo teste post hoc Tukey’s HSD a 5% de
significancia, quando necessério. Com os resultados obtidos no teste de Tukey, foram gerados
graficos de comparacdo entre as interacdes das fragdes e as concentraces sobre as varidveis
dependentes. As analises foram feitas como o software estatistico R, versdo 3.5.2 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) através do pacote Vegan (OKSANEN et al., 2013) e
do pacote agricolae (MENDIBURU, 2017).

Para o teste do potencial antioxidante foram definidas como variaveis as fracdes em
funcéo do poder redutor do complexo fosfomolibdénio. O teste foi realizado pelo método de
analise de variancia de uma Unica via (one-way ANOVA). O grafico foi construido

utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism 5.0.



50

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do processo de extracao

Ap0s processo de extracdo e particionamento sélido-liquido do extrato bruto (EB)
das folhas frescas de Piper tuberculatum, o rendimento total dos metabdlitos foi calculado
pela equacdo 1 para o (EB) e os rendimentos de cada fracdo foram calculados utilizando a

equacdo 2. Os resultados para os rendimentos do EB e frag6es estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimento do extrato bruto e fracGes de P.
tuberculatum, Piperaceae.

EB Rendimento Extracédo (%)

541

Rendimento Fragdes (%)
FH 17,71
FC 1,03
FAE 4,29
FR 71,57

Nota: Amostras do Extrato Bruto (EB) das folhas de P.
tuberculatum, Piperaceae; Fragdo Hexano (FH); Fracdo
Cloroférmio (FC); Fracdo Acetato de Etila (FAE); Fragdo
Remanescente (FR).

Fonte: Nogueira (2018).

Conforme descrito na Tabela 2, o EB obteve rendimento total de 5,41 %, que
também corresponde ao contetdo de sélidos extraido do material vegetal fresco. O EB possui
coloragéo escura, de aspecto pegajoso, amarelo-amarronzado quando disposto em solucao.

O rendimento da FH foi de 17,71% e esta fracdo pode ser caracterizada como um
solido pegajoso e pastoso e de coloracdo amarela-amarronzada quando em solucdo. Segundo
Morais et al. (2016), nesta fracdo concentram-se substancias de baixa polaridade como:
clorofilas, carotenoides, os terpenoides, triterpenos, esteroides e compostos de baixa massa
molecular.

A FC teve rendimento de 1,03% e foi caracterizada como um solido de coloracdo
escura, verde-amarronzada quando em solucdo. De acordo com Cechinel Filho e Yunes
(1998), a particdo com cloroférmio arrasta substancias de meédia/baixa polaridade como:
terpenoides, ligninas e lignonas, flavonoides, flavona, alcaloides pouco polares, cumarinas e
antraquinonas (agliconas).

A FAE teve 4,29% de rendimento do conteudo em massa e possui coloracéo escura e
amarelo-esverdeada quando em solugédo. Cechinel Filho e Yunes (1998) afirma que na (FAE)
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em geral, concentram-se grupos de metabdlitos de média/alta polaridade como: flavonoides
(monoglicosilado), saponinas, alcaloides mais polares, cumarinas (glicosicidas) e
antraquinona (glicosidica).

Ao residuo final do processo de particdo foi atribuido o codigo FR, que por sua vez,
apresentou rendimento correspondente a 71,57% em massa. Esta fracdo foi caracterizada
como um solido pastoso e de alta viscosidade, de colora¢cdo marrom-claro-amarelado quando
em solucdo. Na FR normalmente concentram-se os carboidratos (mono e dissacarideos),
taninos hidrolisaveis e condensados e, as cianidinas (CECHINEL FILHO; YUNES 1998).

5.2. Determinacdo de umidade das folhas frescas de P. tuberculatum

Para esta analise foi verificado que as folhas tiveram teor de agua de 73,5% + 4,1
enquanto que para umidade foi obtido teor de 4,6% + 0,04. Em estudos realizados por Silva et
al. (2016), P. tuberculatum apresentou teor de umidade de 6,60 + 0,26 e os valores foram
descritos como dentro dos padrdes oficiais permitidos, tendo em vista que para a umidade o
limite maximo permitido é 14%. Segundo Brasil (2010) o teor maximo de umidade estipulado
pelas farmacopeias varia entre 8 e 14%, com poucas excecgdes especificadas.

As folhas de P. tuberculatum analisadas possuem baixo teor de umidade, e devido a
este fator, pouco permite o desenvolvimento de bactérias e fungos ou a agcdo enzimatica, desse
modo evitam a deterioracio das folhas, conforme descrito por Braga et al. (2007). E
importante frisar que a presenca de dgua (umidade) € a principal responsavel pelo aumento de
atividades metabolicas, mudancas quimicas e fisicas que ocorrem no produto durante o
armazenamento (GONELI, 2014). Por isso, & necessario evitar processos de secagem
inadequados para que ndo ocorra a degradacao dos constituintes quimicos, além de propiciar o
crescimento de fungos e bactérias (SIMOES et al., 2007; PAULA, 2014a).

Ressalta-se ainda, que as plantas medicinais e arométicas em grande escala séo as
principais matérias-primas para industrias de alimentos, cosméticas e farmacéuticas
(GONELLI, 2014). Ao considerarem-se os beneficios da utilizacdo dessas plantas e uma vez
que estas sdo coletadas com elevado teor de agua, é necessario realizar o processo de secagem
como parametro para obter melhor manutencao e controle de qualidade do material vegetal
(BRAGA et al., 2007; SIMOES et al., 2007), conforme descrito neste trabalho e em outros

disponiveis na literatura.
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5.3. Determinacdo do teor de cinzas totais das folhas secas de P. tuberculatum

Verificou-se que o teor de cinzas para as folhas de P. tuberculatum foi igual a
10,64% (0,274 g) = 0,19. Em outro estudo feito por Silva et al. (2016) para P. tuberculatum,
foi obtido teor de cinzas totais igual a 14,20% + 0,01, valor acima do encontrado no presente
trabalho. De acordo com Brasil (2010), na Farmacopeia Brasileira ndo ha um limite maximo
estabelecido para o teor de cinzas totais. No entanto, a Farmacopeia Britanica estabelece
limite maximo de 15% (British Herbal Phamacopeia, 1990). Logo, os resultados do presente
trabalho estdo de acordo com o estabelecido pela Farmacopeia Britanica.

Tanto em P. tuberculatum quanto em outras espécies de Piper, a determinacdo de
cinzas permite a quantificacdo de substancias residuais ndo volateis possivelmente presentes
nas folhas como contaminantes (BRAGA et al., 2007). Com isso, 0s interesses em pesquisas
voltadas para a composicdo quimica dos constituintes organicos e inorganicos presentes em
plantas tém crescido bastante nos Gltimos anos (DELAPORTE et al., 2005).

Esses compostos podem ser de origem intrinseca da planta como carbonatos,
fosfatos, cloretos e 6xidos: silicio, potassio, aluminio, magnésio, ferro e sédio ou podem ser
componentes inorganicos de origem externa (pedra, gesso, areia, terra), que de acordo com a
origem do material podem ter sido adicionados durante o processo de coleta, ma preparacao
ou manuseio das amostras, falsificacGes, adulteracbes ou caracteristicas de manejo
inadequado (PAULA, 2014a). Dessa forma, pode-se afirmar que a determinacdo de cinzas
totais estabelece um controle de qualidade de substancia residual ndo volatil no processo de
incineragdo (DELAPORTE et al., 2005; SIMOES et al., 2007). Portanto, é essencial para o

controle de qualidade de P. tuberculatum.

5.4.  Analises de deteccdo dos principais grupos de metabolitos secundarios

Os resultados para clorofilas, carotenoides, compostos fenolicos totais, flavonoides,

taninos, antocianidinas e fitoesteroides, do EB e fracgOes estéo listados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Contetdo total dos metabdlitos detectados no extrato bruto e fragdes de P. tuberculatum (Piperaceae)
de acordo com as médias e desvio padréo.

AMTR ChloA ChloB Carot PhenT Phytoste Flavo TTanC AnthoT
mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
FH 10,17+0,04 4,30+0,06  710,9+2,8  49,31+0,21 269,04+56 23,5#1,46 0,12£0,04 5,25+1,75
FC n.d n.d n.d 38,08+2,44 284,4+#3,85 4851+1,17 0,30+0,16  6,71+1,82
FAE nd nd nd 4457+3,68 295,34#6,18 27,64+1,46 0,06£0,04  3,21+0,51

FR 529+0,22  6,58+0,16 430,06+1,9 135,97+7,46 248,5+2,22 36,60+0,10 0,21+0,07 9,63%+2,32
EB 4,49+0,04  4,99+0,04 333,5+2,03 135,62+2,74 261,3+3,85 36.05+0.29 0,91+0,03  5,54+1,82

Nota: Resultados expressos como média = desvio padrdo das amostras de EB e fracfes de P. tuberculatum
(Piperaceae). (AMTR) Amostras; (EB) Extrato Bruto; (FH) Fragdo Hexano; (FC) Fragdo Cloroférmio; (FAE)
Fracdo Acetato de Etila; (FR) Fracdo Remanescente; (ChloA) Clorofila a; (ChloB) Clorofila b; (Carot)
Carotenoides; (PhenT) Compostos fendlicos Totais; (Phytoste) Fitoesteroides; (Flavo) Flavonoides; (TTanC)
Taninos Totais; (AnthoT) Antocianidinas Totais; (D.P) Desvio Padrdo; (n.d) ndo detectado.

Fonte: Nogueira (2018).

Apo6s a analise das solucdes (Figura 6), foi observado que o contetdo total de
clorofilas e carotenoides concentrou-se principalmente na FH, fragdo menos polar. A FH
expressou teor de 14,47 mg/g de clorofila total e 710,9 mg/g de carotenoides. Estes pigmentos
também foram quantificados no EB e na FR, com teor de 9,48 mg/g e 11,87 mg/g para
clorofilas, e 333,5 mg/g e 430,06 mg/g para carotenoides, respectivamente. Pesquisas
realizadas com uma grande variedade de plantas, entre elas espécies de Piper como P.
aduncum, P amalago L., P. arboreum, P. cernuum Vell e P. hispidum, demonstraram que 0s
pigmentos clorofilianos para estas espécies sdo os mesmos (ALBIERO et al., 2006; STREIT

et al.,2005), sendo similares aos pigmentos encontrados em P. tuberculatum.

Figura 6 - Soluces de extrato bruto e fragdes de
P. tuberculatum para andlise de Clorofila (a e b)
e carotenoides. Concentra¢des de 1000 pg/mL.

Nota: Fracdo hexano (FH), fracdo cloroformio
(FC), fracdo acetato de etila (FAE), fracdo
remanescente (FR) e Extrato bruto.

Fonte: Nogueira (2018).
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Em estudos com P. aduncum (sob diferentes formas de cultivo) foram obtidas
concentragcdes de clorofilas variando de 20,63 mg/g a 32,08 mg/g (PINTON, 2016). No
entanto, no presente trabalho, P. tuberculatum possui menor concentracdo de clorofilas
qguando comparada com P. aduncum. Isto ocorre, porque a proporcao, teor total e coloracdo
desses pigmentos fotossintéticos variam de uma planta/espécie para outra devido a presenca e
distribuicdo de outros pigmentos associados, como 0s carotenoides (responsaveis pela
atividade antioxidante), os quais sempre acompanham as clorofilas e também em funcéo da
intensidade e qualidade luminosa absorvida pela planta (STREIT et al., 2005; SILVA et al.,
2010; MALDOVAN et al., 2009).

Por isso, é importante quantificar os teores de clorofilas e carotenoides em P.
tuberculatum, visto que esses pigmentos estdo ligados a eficiéncia fotossintética e,
consequentemente, ao crescimento e adaptabilidade de plantas a diversos ambientes, além de
serem utilizados comercialmente como corantes e antioxidantes (STREIT et al., 2005)

Entre as classes investidas estdo os compostos fenolicos. Os quais foram observados
(Figura 7) e quantificados a partir equacdo de regressao linear da curva de calibracao de acido
galico (Figura 8). Foram observadas maiores concentracdes de compostos fenolicos no EB e

FR, com 135,62 mg/g e 135,97 mg/g, respectivamente.

Nota: Os trés primeiros tubos correspondem a
triplicata das solugdes padrao de &cido galico
na concentragdo de 8,06 pug/mL, os tubos do
meio correspondem a concentragdo de 16,12
pg/mL e os trés Ultimos a concentracdo de
24,12 pg/mL.

Fonte: Nogueira (2018).
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Figura 8 - Curva de calibragio do Acido Galico obtida através de
espectrofotometria em 760 nm utilizando concentracdes de 3,00
pg/mL, 8,06 pg/mL e 16,12 pg/mL.
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Nota: No eixo y estdo dispostos os valores de absorbancia das
solucBes-padrdo versus a concentracdo em pg/mL, onde R® é o
coeficiente de correlagdo linear.

Fonte: Nogueira (2018).

Os valores encontrados estdo de acordo com o descrito por Zarai et al. (2013) que
detectaram elevada concentracdo de fenolicos no extrato etandlico de P. nigrum. A
quantidade de compostos fenolicos totais nas plantas pode ser classificada em quatro classes:
alta (>50 mg.EAG.g™), média/alta (30-50 mg.EAG.g™), média /baixa (10-30 mg.EAG.g™) e
baixa (<10 mg.EAG.g™?), no qual mg.EAG.g™" é descrito como equivalente em acido galico
(CHEW et al., 2011; SOUSA et al., 2007).

Os resultados obtidos para o presente estudo demonstraram que P. tuberculatum
possui elevada concentracdo de compostos fendlicos. Em outras espécies do género, como P.
carniconnectvum C. DC., P. nigrum (GU et al., 2018a, 2018b), P. betle (ALI et al., 2018), P.
arboreum (REGASINI et al., 2008), P. lateripilosum, Yuncker, P. montealegreanum Yunck,
P. mollicomum Kunth (PINTO, 2012) por exemplo, também foram detectadas concentracdes
variadas de compostos fendlicos.

A presenca de substancias fenolicas como observada neste trabalho, tem sido
bastante estudada pelo fato destas apresentarem diversas atividades farmacologicas e por
inibirem a oxidacé&o lipidica e a proliferacdo de fungos (PINTO, 2012; SOUSA et al., 2007).
Além dessas funcbes, os compostos fendlicos tém aplicacOes alelopéticas substanciais na
agricultura e silvicultura como herbicidas, inseticidas e fungicidas (LI et al., 2010). O
interesse recente em compostos fendlicos (em especial flavonoides) decorre do seu potencial
papel protetor, contra danos oxidativos causados por doencas, tais como doencas cardiacas

coronarias, acidente vascular cerebral (AVC) e canceres (LI et al., 2010).
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Entre algumas das classes de compostos fendlicos avaliadas neste trabalho estdo os
flavonoides. Os quais foram observados (Figura 9) e quantificados a partir equacdo de
regressao linear da curva de calibragédo de rutina (Figura 10). O contetdo total de flavonoides
nas amostras foi observado na fracdo FC, com teor de 48,51 mg/g e em menores
concentragdes no (EB) e nas fragdes (FH), (FAE), (FR), os resultados estdo de acordo com os
estudos de Zarai et al. (2013), que relataram maior concentracdo de flavonoides na fragédo

cloroférmio de P. nigrum.

Figura 9 - Solugbes-padrdo de Rutina nas concentragdes de
10 pg/mL 20 pg/mL 30 pg/mL.

Nota: os trés primeiros tubos correspondem a triplicata das
solucbes se rutina na concentragcdo de 10 pg/mL, os do
meio correspondem as solu¢des de 20 pg/mL e os trés
Gltimos correspondem as solugdes na concentragdo de 30
pg/mL.

Fonte: Nogueira (2018).

Figura 10 - Curva de calibracdo da Rutina obtida através de
espectrofotometria em 415 nm, em espectrofotdbmetro utilizando
concentragdes de 10, 20 e 30 pg/mL.
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Nota: No eixo y estdo dispostos os valores de absorbancia das solucGes-
padrdo versus a concentracdo em pg/mL, onde R? é o coeficiente de
correlacéo linear.

Fonte: Nogueira (2018).
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Os resultados obtidos para P. tuberculatum também estdo de acordo com o0s
resultados fitoquimicos observados em outras espécies como em P. umbellata (BALDOQUI
et al., 2009), P. glandulosissimum Yuncker, P.carniconnectivum C. D.C (SANTOS et al.,
2015; ALVES, 2010), P. callosum (LIMA, 2015) nas quais também foram identificados
acumulo de flavonoides.

Dentre as diversas classes de produtos naturais bioativos, os flavonoides tém sido
estudados por constituirem um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal, sendo conhecidas mais de 8000 variedades
de flavonoides (LIMA, 2015; COUTINHO et al., 2009; SIMOES et al., 2007; SANTOS;
RODRIGUES, 2017; DORNAS et al.,, 2007). Essas substancias desempenham papel
importante no metabolismo de plantas e também estdo associados a diversas atividades
bioldgicas comprovadas, como antioxidantes (SANTOS et al., 2015), antitumoral,
antimicrobiana e anti-inflamatdria” (LIMA, 2015; COUTINHO et al, 2009). Além disso, 0s
flavonoides representam uma alternativa promissora frente aos processos inflamatérios
(COUTINHO et al., 2009).

Ja para classe de taninos, também analisada nesse estudo, a coloracdo verde (Figura
11) evidenciou a presenca desse metabolito no extrato bruto e fracbes. A maior concentracéo
de taninos foi observada no EB com 0,91 mg/g, seguido pela FC e FR com 0,30 mg/g e 0,21
mg/g, respectivamente. Estudos realizados por Aires e Lima (2014), também indicaram
presenca de tanino em P. aduncum. Os taninos, além de serem importantes no controle de
insetos, fungos e bactérias (acdo bactericida e fungicida), também sdo responsaveis por
atividades antioxidantes (SIMOES et al., 2007). Assim, plantas ricas em taninos s&o
empregadas na medicina tradicional no tratamento de doencas como hipertensdo arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais e demais enfermidades
(SIMOES et al., 2007).
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Figura 11 - Teste de tanino para EB e
fracbes FH, FC, FAE e FR. A
coloracdo verde indica resultado
positivo para presenca de tanino nas
fracoes.
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Nota: Pode-se observar que a
coloracdo verde da fracdo FC é mais
intensa que a da FH, e portanto possui
maior concentracdo de tanino. EB:
Extrato Bruto, FH: Fracdo hexano,
FC: Fracédo cloroférmio, FAE: Fragdo
Acetato de Etila, FR: Fragdo
Remanescente.

Fonte: Nogueira (2018).

O teste para antocianidinas indicou presenca dessa classe no EB e fracdes. A FR teve
maior concentracdo de 9,63 mg/g, sequida pela FC com 6,71 mg/g. As antocianidinas
(antocianinas) sdo fenolicos que pertencem ao grupo dos flavonoides, conhecidos como
pigmentos vegetais que atribuem cores a inumeros frutos, legumes, algumas folhas, caules e
raizes de plantas e podem ser encontradas em numerosas familias de plantas cultivadas como
Leguminosae, Rosaceae, Vitaceae, entre outras (CASTANEDA, 2009; DORNAS et al.,
2007). Estes pigmentos apresentam importancia na salde humana, para previnir/tratar
doencas cardiovasculares e canceres neurodegenerativos devido o seu poder antioxidante, pela
atuacdo contra radicais livres, e dessa forma, apresentam propriedades farmacoldgicas muito
interessantes (LIMA et al.,2002).

O presente trabalho também analisou a concentracdo de fitoesteroides, a partir das
solugdes-padrao (Figura 12) e equacéo de reressao linear da curva de calibracdo de colesterol
(Figura 13). Foi obervada elevada concentracdo dessa classe de metabdlito nas mostras,
consistindo de 258,3 mg/g no EB, 272,4 mg/g na FH, 281,3 mg/g na FC, 292,2 mg/g na FAE

e 245 mg/g na FR. Para fitoesteroides, ndo &€ comum haver concentragdo desse metabolito na
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fracdo FAE. Para fim de verificacdo, um teste preliminar para saponina foi realizado e o
resultado foi positivo. No presente estudo, esta fracdo provavelmente abriga saponinas

esteroidais, conforme descrito por Simdes et al. (2007).

Figura 12 - Teste para contetdo total de fitoesteroides.
Amostras com coloracdo amarelo-esverdeado e solucdo
branco.
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Nota: Fragdo hexano (FH), fracdo cloroférmio (FC),
fracdo acetato de etila (FAE), fracdo remanescente
(FR) e Extrato bruto.

Fonte: Nogueira (2018).

Figura 13 - Curva de calibragdo do Colesterol obtida através da
espectrofotometria em 640 nm utilizando concentragdes de 95, 173,
239, 295e 343 pg/mL.
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Nota: No eixo y estdo dispostos os valores de absorbancia das solugdes-
padrdo versus a concentragdo em pg/mL, onde R? é o coeficiente de
correlacéo linear.

Fonte: Nogueira (2018).

Os fitoesterdis ou fitoesteroides sdo moléculas semelhantes ao colesterol, que

auxiliam na diminuicdo dos niveis de colesterol e ajudam na manutencdo da saude
cardiovascular (DAKSHA et al., 2010; SILVA et al., 2017). Mais de 200 tipos de fitoesterdis
foram relatados em espécies de plantas, como o B-sitosterol, substancia que exibe propriedade

anti-inflamatoria e antitumoral e o estigmasterol, encontrados no extrato dos frutos de P.
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tuberculatum (GOTOR et al., 2007; MOREAU; WHITAKER; HICKS, 2002; FACUNDO et
al.,2008).

A identificacdo de metabolitos secundarios em P. tuberculatum revela que esta pode
ser uma fonte de grande interesse terapéutico, com potencial para aplicacdo em estudos que

envolvam a salde humana.

5.4.1. Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise por CLAE das amostras revelou a presenca do flavonoide vitexina
(apigenina-8-C-glucosideo) (Figura 14). Estudos fitoquimicos de espécies de Piperaceae tém
mostrado o acumulo de flavonoides, especialmentre com o anel B ndo substituido. No

entanto, a apresenca de flavonoides C-glicosilados é rara (BALDOQUI et al., 2009).

Figura 14 - Estrutura quimica do flavonoide
(flavona) vitexina.

OH

HO

Fonte: Rovani et al. (2013); Hirota (2011).

O sinal (2) detectado em 21,65 min (DP 0,11) corresponde ao flavonoide vitexina e
foi confirmado comparando-se os espectros de UV com solucdo padrdo de vitexina e obtido
mais de 99% de similaridade. Os espectros de ultravioleta (UV) para classe de flavonoides
consistem tipicamente em duas bandas de absorcdo (Figura 15A) (FERREIRA et al., 2016).
Na Tabela 4 estdo dispostos os resultados da quantificagéo de vitexina.

Ja o primeiro sinal (1) detectado (Figura 15C) pode supostamente corresponder a
isovitexina (apigenina-6-C-glucosideo), um isdmero da vitexina que também exibe
propriedades biologicas diversas (ELE et al., 2016). Entretanto, para que fosse confirmada

presenca deste isdmero, seria necessaria comparag¢do com o padréo de isovitexina.
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Figura 15 - Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE). Espectros de Ultravioleta (UV) do padrédo de
vitexina na cor verde e das amostras nas cores azul, preta e vermelha (A), curva de calibracdo do padréo de

vitexina (B) e cromatogramas das amostras (C).
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Nota: A: Para a classe de flavonoides, os espectros de ultravioleta (UV) possuem duas bandas caracteristicas
como observada na Figura. C: Cromatogramas. Padréo de vitexina na concentracdo de 10 pg/mL (azul claro);
Fracdo Cloroférmio (FC) cor vinho; Fracdo Remanescente (FR) cor alaranjada; Fragdo Acetato de Etila (FAE)
cor rosa; Coeluicdo extrato bruto (EB) + Padréo de vitexina (10 pg/mL) cor verde escuro; Extrato bruto (EB) cor
azul escuro. O primeiro sinal (1) nos cromatogramas provelmente corresponde ao flavonoide isovitexina
enquanto que o segundo sinal (2) corresponde ao flavonoide vitexina.

Fonte: Nogueira (2019).
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Tabela 4 - Concentragdo de vitexina por amostra avaliada,
determinada por CLAE.

Amostra Mg/g (Vitexina) Desvio Padrao
EB 14,22 0,46
FR 20,56 0,56
FAE 1,63 0,23
FC 4,09 0,42

Dados da curva de calibragéo

Equacéo Y=221673X + 53159

R quadrado 0,9912
Nota; Extrato Bruto (EB); Fracdo Hexano (FH); Fracdo Cloroférmio
(FC); Acetato de Etila (FAE); Fracdo Remanescente (FR); Coeficiente
de correlagdo linear (R quadrado).
Fonte: Nogueira (2019).

Ao comparar os resultados dispostos na Tabela 3 com o teor de vitexina nas frac6es
de P. tuberculatum na Tabela 4, verifica-se que a vitexina foi identificada em maior
guantidade na fracdo FR. No entanto, a FR ndo foi a amostra que teve atividade mais
pronunciada em alelopatia, com um menor efeito no desenvolvimento de plantulas do que o
apresentado por fragdes menos polares, como FAE e FC. A vitexina detectada no presente
trabalno é wum flavonoide que apresenta efeitos anti-inflamatérios, anticancer,
antiespasmadicos, antimicrobianos, antioxidantes, neuroprotetores, antitireoidianos,
antiarterioscleroticos e também ¢é utilizado para prevencdo de doencas cardiacas (GU et al.,
2017; FERREIRA et al., 2016; ELE et al., 2016).

Embora algumas propriedades sejam descritos na literatura, ndo ha estudos que
relatem atividade alelopatica da vitexina. No entanto, o precursor metabdlico da Vitexina é o
flavonoide apigenina que tem sido descrito como um potencial agente alelopéatico
(CIPOLLINI et al., 2008). A apigenina é um flavonoide ndo glicosilado e, portanto, se
acumularia nas fracoes FC e FAE, que foram os resultados mais significativos na reducéo de
plantulas germinadas, como discutido acima. Cipollini et al. (2008) determinaram que a
apigenina apresentou potencial alelopatico em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. diminuindo
significativamente a germinagdo desta espécie. Além disso, Putnam (1988) em seu trabalho de
revisdo descreveu que a vitexina e a isovitexina séo flavonoides com maior concentragdo em
exsudados de sementes.

Além de P. tuberculatum, a vitexina também foi observada em espécies como P.
carpunya (QUILEZ et al., 2010), P. marginatum (TILLEQUIN et al., 1978; SEQUEDA-
CASTANEDA et al., 2015) e P. amalago (ROVANI et al., 2013). Ressalta-se ainda que

alguns derivados C-glicosilados de vitexina foram descritos para Piper methysticum G. Forst.
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Tais como:  vitexina-C-a-L-ramiose-(1—2)-B-D-glucopiranosideo,  vitexina-C-a-L-
arabinosiseo e vitexina-C-p-glucopiranosideo (BALDOQUI et al., 2009).

5.5. Morfoanatomia e histoquimica das folhas de P. tuberculatum

As folhas de P. tuberculatum séo alternas, simples, de formato eliptico, margem
inteira, peciolada, apice atenuado-acuminado e base e limbo assimétricos (Figura 16A, B). A
lamina foliar madura mede aproximdamente 13-18 cm de comprimento x 7,5-9 cm de largura
e possui venacao broquidédroma (Figura 16A, B). A superficie adaxial é intensamente verde e
esverdeada abaxialmente. Foi observado um padrdo de coloracdo tipico nas amostras
armazenadas em solucdo etandlica, quando estas foram analisadas por estereomicroscopia
(Figura 16A). O peciolo varia de 1,3 a 2,9 cm e estd associado ao caule nas gemas
vegetativas, enquanto nas folhas maduras a por¢do livre da bainha é circinada e uma porgéo
curta continua envolve o caule na base, caracteristica também observada por Machado et al.
(2017).

Os caracteres morfoldgicos registrados neste estudo estdo de acordo com os descritos
por Silva et al. (2016) para P. tuberculatum, com exce¢do da presenca facultativa de
projecdes ndo-secretoras na base da bainha (Figura 16B), que também foi observada através
dos entrends de tronco, tricomas tectores distribuidos na nervura e um padrdo diferente de
vascularizacdo de margem. Além disso, alguns desses caracteres morfoldgicos foliares, como
simetria de base, venacdo e padrBes de bainha foram importantes para distinguir as espécies
de Piper (ALBIERO et al., 2005a, 2005b; 2006; SILVA et al., 2016, 2017). Frente a alta
similaridade do complexo de variedades P. tuberculatum, ressalta-se que 0s registros
morfoanatdmicos fornecem importantes caracteres taxondmicos de acordo com Silva et al.
(2016).

A secdo transversal do meio da nervura mediana mostra um numero variavel de
feixes vasculares colaterais. Projecdes colenguimatosas ocorrem na superficie abaxial (Figura
16C), dado o aspecto estriado, conforme apontado por Silva et al. (2016). Os tricomas
glandulares tém sido frequentemente descritos no género Piper (ALBIERO et al., 2005a,
2005b; 2006, SOUZA; MOSCHETA,; OLIVEIRA, 2004; GOGOSZ et al., 2012; MACIEL et
al., 2014). No entanto, neste estudo, apenas tricomas tectores multicelulares foram observados
através das nervuras (Figura 16C). Em contraste, Machado et al. (2017) registraram tricomas

glandulares em P. tuberculatum var. tuberculatum.
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Anatomicamente, em visao transversal, a epiderme da lamina foliar é composta por
células tabulares transversal (Figura 16D) e foi observada uma Unica camada subepidérmica
de células grandes em ambas as superficies (Figura 16D). A ontogenia da hipoderme foi
registrada no P. umbellatum L. (MARINHO et al., 2011), P. aduncum L., P. aff.
hispidinervum e P. hispidinervum C. DC. (NAKAMURA et al., 2015), mostrando sua origem
meristémica. Camada subepidérmica semelhante foi descrita em P. crassinervium H.B. & K.,
P. gaudichaudianum Kuntze (ALBIERO et al., 2005a, 2005b), P. diospyrifolium Kunth
(SOUZA; MOSCHETA; OLIVEIRA, 2004), P. arboreum Aubl. (SOUZA et al., 2009), P.
umbellatum e P. solmsianum C. DC. (GOGOSZ et al., 2012), P. amalago L. e P. caldense C.
DC. (SANTOS et al., 2015, 2018), P. callosum Ruiz & Pav. (SILVA et al., 2017), P. ragnellii
(Mig.) C. DC. var. Pallescens (C. DC.) Yunck (PESSINI et al., 2003), P. tuberculatum var.
tuberculatum e P. arboreum (MACHADO et al., 2017). Assim, sugere que tais células
subepidérmicas sdo, provavelmente, uma verdadeira hipoderme. No entanto, estudos
ontogénicos sao essenciais para esclarecer essa questao.

Especialmente na superficie adaxial, esta camada subepidérmica é composta por
células desenvolvidas, algumas delas de cor verde pela reacdo com azul de toluidina (Figura
16D). P. tuberculatum possui mesofilo dorsiventral, com parénquima em palicada de duas
camadas e numero variavel de camadas de paréngquima esponjoso (Figura 16D), como
descrito por Machado et al. (2017). As células do parénquima palicadico também possuem
coloracdo tipicamente verde pelo azul de toluidina (Figura 16D). As folhas da espécie
estudada sdo hipoestomaticas (Figura 16D) e os estbmatos sdo tetra e ciclociticos, tipicamente
encontrados em espécies de Piperaceae (METCALFE; CHALK, 1965). Rafides, drusas e
cristais prismaticos foram observados em células de parénquima pali¢adico e esponjoso, bem
como associados a feixes vasculares. Da mesma forma, caracteristicas anatémicas
semelhantes foram registradas em outras nove espécies de Piper descritas por Albiero et al.
(2005a, 2005b; 2006), Gogosz et al. (2012), Maciel et al. (2014) e Souza, Moscheta e
Oliveira (2004).

Na lamina foliar foram registradas células secretoras conspicuas imersas no mesofilo,
préximas aos feixes vasculares (Figura 16E, F). Na visdo transversal (Figura 16F),
longitudinal (Figura 16G) ou paradérmica (Figura 16H, 1), essas células séo esféricas a ovais,
sendo axialmente idioblastos secretdrios. Machado et al. (2017) descreveram idioblastos
secretores em P. tuberculatum var. tuberculatum, distribuido no mesofilo. A posicdo
idioblastica fornece importante evidéncia taxondmica, uma vez que varia de epidérmica
(MARINHO et al. 2011), subepidérmica (ALBIERO et al., 2006) ou espalhada no mesofilo
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(GOGOSZ et al., 2012). Neste estudo, um novo padrdo € descrito, cujos idioblastos s&o
tipicamente associados a feixes vasculares (Figura 16E-I).

As células subepidérmicas e as células do parénquima palicadico séo preenchidas por
compostos fendlicos (Figura 16D, J), como foi destacado por Machado et al. (2017). Na visdo
paradérmica, as células fendlicas subepidérmicas sdo tipicamente agrupadas (Figura 18K),
uma caracteristica descrita pela primeira vez em P. tuberculatum, sendo um potencial carater
diagnostico, que é facilmente observado nessa espécie.

A secrecdo produzida pelos idioblastos em P. umbellatum é caracterizada como uma
mistura de compostos hidrofilicos (fendlicos e alcaloides) e hidrofobicos (oleorresinas),
indicada pela coloracdo avermelhada frente a reagdo NADI (MARINHO et al., 2011). Em
contraste, P. tuberculatum apresenta idioblastos fendlicos e oleiferos.

Os idioblastos fendlicos agrupados na camada subepidérmica e no parénquima
paligadico foram observados de acordo com a cor preta na secdo de amostras fixas de SFF
(Figura 17A, B). Os resultados para a reacdo de PAS foram positivos apenas para
polissacarideos estruturais e a presenca de compostos fendlicos também é corroborada pela
cor amarela (Figura 17C), bem como pela coloracdo verde no azul de toluidina (Figura 16).
Machado et al. (2017) registraram idioblastos fenolicos em P. arboreum e P. tuberculatum
var. tuberculatum sé na camada subepidérmica.

Os idioblastos oleiferos distribuidos préoximo ao feixe vascular associado em P.
tuberculatum produzem uma coloracdo azul na reacdo NADI (Figura 17D), o que fornece
evidéncias da producdo de 6leo essencial. Além disso, foram observadas gotas de 6leo no
palicadico e nas células do parénquima esponjoso, adquirindo cor azul pelo teste NADI
(Figura 17E, F). O dleo essencial de P. tuberculatum é composto principalmente de
monoterpenos e sesquiterpenos, cuja composicao quimica varia de acordo com a idade foliar
da planta e fatores ambientais (FACUNDO et al., 2008; NAVICKIENE et al., 2006;
SOBREIRA; HERNANDEZ; SOUZA, 2017).

Do mesmo modo observado em P. tuberculatum, a producdo de 6leo essencial foi
registrada em idioblastos secretorios em P. callosum (SILVA et al., 2017) e P. umbellatum
(MARINHO et al., 2011). Os compostos lipofilicos nas células do mesofilo também foram
registrados em P. regnelli (Mig.) C. DC. var. regnelli (SALATINO; SILVA, 1975) pelo teste
do Sudan. No entanto, o resultado do teste NADI de P. tuberculatum é o primeiro registro

histoquimico em Piper de producdo de dleo essencial fora dos idioblastos secretores.



Figura 16 — Folhas inteiras de P. tuberculatum completamente desenvolvidas, cortes transversais e
paradérmicos dos fragmentos da base, meio e apice para analise morfoanatdmica e histoquimica.

superficial adaxial de amostras armazenadas em estereomicroscopia. B: folha limpa, mostrando
vascularizacdo broquidédromo. Em detalhe, a base assimétrica e projec@es tipicas no peciolo. C-
K: Anatomia foliar de P. tuberculatum. C: Visdo transversal ou secdo mediana, observe os feixes
vasculares e projecdes colenquimatosas. D: Mesofilo dorsiventral, composto por epiderme (ep),
camada subepidérmica com células grandes (cabeca da seta preta), parénquima palicadico (pp),
parénquima esponjoso (sp) e estdbmatos na superficie abaxial (*). Observe as células de cor verde
pelo azul de toluidina (ponta de seta branca). E-I: Idioblastos secretorios associados a feixes
vasculares (ponta de flecha preta e branca). E-F: Visdo transversal. G-H: Visdo paradérmica,
observe a abundancia de idioblastos. I: Detalhe de dois idioblastos secretores, observe a secre¢cdo
no interior da célula. J-K: Idioblastos de cor verde pelo azul de toluidina, em vista paradérmica. J:
Idioblastos agrupados na camada subepidérmica. K: Idioblastos no parénquima palicadico. Barras
de escala: A-B =2,5cm; C =400 um; D = 200 um; E, F, I-K =100 um; G = 150 um; H = 250
pm.

Fonte: Nogueira (2019).
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Na Tabela 5 estdo dispostos os resultados obtidos para os testes histoquimicos para

as folhas de P. tuberculatum.

Tabela 5 - Resultado dos testes histoquimicos para as folhas de P.
tuberculatum fixadas em formalina tamponada (FNT).

Testes Reacoes P. tuberculatum
Compostos Fendlicos SFF +
Proteinas Azul de Coomassie -
Polissacarideos de cadeia longa PAS +
Lipideos Totais / Oleos essenciais  Sudam Red / NADI +

Nota: (-) negativo (+) positivo; (SFF) Sulfato ferroso; (PAS) Acido
Periddico/Reagente de Schiff — (O’Brien e McCully, 1981); (NADI)
a-naftol e cloridrato de dimetilparafenileno diamina (método original:
David & Carde, 1964).

Fonte: Nogueira (2019).

Figura 17 - Resultados histoquimicos dos tecidos secretores foliares em P. tuberculatum.

- el

D | f
Nota: A-B: Compostos fenolicos corados em preto usando o teste de amostras fixadss SFF. A: Idioblastos
fendlicos agrupados em camada subepidérmica em vista paradérmica. B: visdo transversal apontando idioblastos
fendlicos (setas brancas) distribuidos nas camadas subepidérmicas e mesofilo, principalmente parénquima
palicadico. C: Coloragdo magenta Acido periddico / reagente de Schiff (PAS) confirma os polissacarideos
estruturais nas paredes celulares, a cor amarela indica compostos fenélicos. D-F: reagdo NADI, cor azul indica a
producdo de dleo essencial. D: ldioblasto secretor associado a feixes vasculares. E: Gotas de dleo produzidas por
palicada e células de parénquima esponjoso. F: Detalhe de gotas de 6leo (ponta de seta preta). Barras de escala:
A, D, E =100 pum; B, C =200 pm; 50 pm.

Fonte: Nogueira (2019).

Os metabdlitos secundarios, principalmente compostos fendlicos, como observado
em P. tuberculatum, sdo descritos na literatura como substancias utilizadas pelas plantas

como mecanismo de acdo e defesa contra predadores herbivoros, atracdo de polinizadores,
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protecdo contra patdgenos (fitoalexinas), microrganismos, além de constituirem importantes
absorventes de radiacdo ultravioleta, que previnem danos sérios a planta (BOURGAUD et al.,
2001; SILVA et al., 2017).

Os resultados histoquimicos descritos para P. tuberculatum corroboram os testes
fitoquimicos realizados neste trabalho. Principalmente em relacdo a alta concentracdo de
compostos fendlicos, evidenciados tanto no teste de SFF no tecido vegetal quanto na detecgéo

e quantificacdo dos constituintes do extrato e fracdes por espectrofotometria de ultravioleta.

5.6. Potencial alelopético

5.6.1. Germinacdo e crescimento

5.6.1.1. Teste de crescimento inicial de L. sativa (Alface)

As fracbes (FEB, FH, FC, FAE e FR) e as concentracfes (125 pug/mL, 250 pg/mL e
500 pg/mL) reduziram o IVG das plantulas de alface (ANOVA (5,48) F = 156,89 p<0,0001;
ANOVA (2,48) F = 650,57 p<0,0001), diminuiram o comprimento total das plantulas de
alface (ANOVA(5,48) F = 23,124 p<0,0001; ANOVA(2,48) F = 35,723 p<0,0001), o
alongamento do hipocétilo das plantulas (ANOVA(5,48) F = 48,58 p<0,0001; ANOVA(2,48)
F= 41,65 p< 0,0001) e ainda influenciaram no comprimento da radicula das plantulas de
alface (ANOVA(5,48) F = 48,58 p<0,0001; ANOVA(2,48) F = 41,65 p< 0,0001), como
mostrado na Tabela 6 e Figura 18. Dessa forma, quanto maior for o F, mais significativo é o
valor de p (COLLARES, 2012).

Figura 18 - Plantulas de alface submetidas ao
tratamento com extrato bruto (EB) nas concentracdes
de 125 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL, comparadas
entre si e ao controle negativo (CN).

Alface

Hipocotilo Radicula
i

CN
J

EB — 125 pa/mL
< I
EB — 250 ua/mL

<3

| EB — 500 pg/mL

Fonte: Nogueira (2017).
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Tabela 6 - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para o EB e fragGes (FH, FC, FAE, FR) das folhas de
P. tuberculatum para o modelo com uso das variaveis Fracdes e Concentrages sobre o 1VG, Comprimento
Total, Comprimento do Hipocétilo e Comprimento da Radicula das plantulas de alface.

Tratamento Grau de Liberdade Valor de F Valor de p
VG 5 156,89 0,0001 *
Fracoes
Concentrages 2 650,57 0,0001 *
Interacdo (frac + conc.) 8 36,76 0,0001 *
COMPRIMENTO TOTAL
Fracdes 5 23,124 0,0001*
ConcentracOes 2 35,723 0,0001*
Interacdo (frac + conc.) 8 6,445 0,0001*
COMPRIMENTO HIPOCOTILO
FracGes 5 48,58 0,0001*
Concentraces 2 41,65 0,0001*
Interacdo (frac + conc.) 8 16,19 0,0001*
COMPRIMENTO RADICULA
FracGes 5 9,850 0,0001*
Concentragdes 2 24,472 0,0001*
Interacdo (frag + conc.) 8 3,294 0,01*

Nota: *houve diferenca significativa; valores mais altos de F indicam correlacdes mais fortes; Probabilidade de
significancia (p); Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG); frag: Fragdo; conc: concentracdes.
Fonte: Nogueira (2018).

Para o IVG (Figura 19A), é possivel notar que todas as fragdes diminuiram o IVG da
alface em todas as concentracGes testadas quando comparadas ao controle (p<0,0001) e que as
fragdes FC e FAE na concentragdo de 500 ug/mL exibiram melhor efeito sobre o IVG das
plantulas de alface quando comparada ao controle (p<0,0001). Quanto maior for a
concentracdo do extrato e fragdes, maior o nimero de sementes ndo germinadas (LUSTOSA
et al., 2007).

De acordo com os resultados para o comprimento total das pléntulas de alface
(Figura 19B), observa-se que o FEB 500 ug/mL, e as fracdes FH (250 ug/mL) e FAE (500
pug/mL) exerceram maior efeito alelopatico quando comparadas ao controle (p<0,0001) e
reduziram o comprimento total das plantulas de alface.

Para o hipocdtilo (Figura 19C), as fracdes FAE de 500 pug/mL, FEB de 500 pg/mL e
FAE de 250 pg/mL, exibiram maior efeito alelopatico e diminuiram o alongamento do
hipocétilo das plantulas de alface quando comparadas ao controle (p<0,0001).

Ja para as radiculas (Figura 19D), é possivel notar que FR de 500 pug/mL, FEB de
500 pg/mL e (FAE) 500 pg/mL tiveram melhor desempenho e diminuiram o comprimento
das radiculas das plantulas de alface quando comparadas ao controle (p< 0,0001).
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Figura 19 - Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (A), Comprimento Total (B), Comprimento do
Hipocétilo (C) e Comprimento da Radicula (D) das plantulas de Alface submetidas a diferentes concentragdes do

extrato bruto e fracdes (FH, FC, FAE FR) de P. tuberculatum.
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Nota: IVG: indice de velocidade de germinacdo; EB: extrato bruto; CN: controle negativo — &gua destilada; FH:
fracdo hexano; FC: fragdo cloroférmio; FA: fracdo acetato de etila; FR: fracdo remanescente; 0, 125, 250 e 500:
concentragdes em pg/mL; a-i € cores: agrupamento por significancia; barra vertical: valores maximos e minimos;
ponto: valor médio; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p=<0,05).

5.6.1.2. Teste de germinacdo e crescimento inicial de A. cepa (Cebola)

As fracbes (FEB, FH, FC, FAE e FR) e as concentragdes (125 pg/mL, 250 pg/mL e
500 pg/mL) diminuiram o IVG das plantulas de cebola (ANOVA(5,48) F = 16,478 p<0,0001;
ANOVA(2,48) F = 17,221 p<0,0001). A interacdo entre as fragdes com as concentragcdes ndo
teve diferenca significativa. As amostras também reduziram o comprimento total das
plantulas (ANOVA(5,2) F=142,522 p<0,0001; ANOVA(2,48) F = 261,410 p<0,0001), o
comprimento do hipocétilo (ANOVA(5,48) F = 106,40 p<0,0001; ANOVA(2,48) F = 271,82
p<0,0001) e o comprimento da radicula das plantulas de cebola (ANOVA(5,2) F=132,855
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p<0,0001; ANOVA(2,48) F = 97,464 p<0,0001) respectivamente, como mostrado na Tabela
7. Quanto maior o F, mais significativo € o valor de p (COLLARES, 2012).

Tabela 7 - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para o EB e fracfes (FH, FC, FAE, FR) das folhas de
P. tuberculatum para o0 modelo com uso das variaveis FracGes e ConcentracBes sobre o IVG, Comprimento
Total, Comprimento do Hipocétilo e Comprimento da Radicula das plantulas de cebola.

Tratamento Grau de Liberdade Valor de F Valor de p
IVG
Fracdes 5 16,478 0,0001*
ConcentracOes 2 17,221 0,0001*
Interacdo (frac + conc.) 8 2,081 > 0,05
COMPRIMEENTO TOTAL
FracGes 5 142,522 0,0001*
Concentrages 2 261,410 0,0001*
Interacdo (frac + conc.) 8 9,743 0,0001*
COMPRIMENTO HIPOCOTILO
FracGes 5 106,40 0,0001*
Concentragfes 2 271,82 0,0001*
Interacdo (frag + conc.) 8 11,91 0,0001*
COMPRIMENTO RADICULA
Fracdes 5 132,855 0,0001*
Concentraces 2 97,464 0,0001*
Interacdo (frac + conc.) 8 3,622 0,01*

Nota: *houve diferenca significativa; valores mais altos de F indicam correlacGes mais fortes; Probabilidade de
significancia (p); Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG); frag: Fracdo; conc: concentracdes.
Fonte: Nogueira (2018).

E possivel observar na Figura 20A, que as fragbes FAE e FC de 125 ug/mL, FC de
500 pg/mL e de FAE 500 pg/mL foram mais eficazes e reduziram o IVG da cebola quando
comparadas ao controle (p<0,0001).

Na Figura 20B foi observado que todas as fragGes reduziram o comprimento das
plantulas de cebola quando comparadas ao controle (p<0,0001). No entanto, as fracGes que
tiveram melhor resultado foram a FC de 500 pg/mL e a FAE de 500 pg/mL.

A Figura 20C mostra a influéncia das fracGes sobre o alongamento do hipocotilo,
assim, foi verificado que a FC e FAE de 500 pg/mL exerceram maior influéncia e reduziram
0 alongamento do hipocotilo quando comparados ao controle (p<0,0001).

Conforme a Figura 20D, todas as concentragdes analisadas reduziram o comprimento
da radicula das plantulas de cebola quando comparadas ao controle (p<0,0001) e as fracbes
FC e FAE de 500 pg/mL obtiveram melhor resultado. Os efeitos também sdo observados nas
plantulas tratadas com a FC (Figura 21).
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Figura 20 - indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (A), Comprimento Total (B), Comprimento do
Hipocétilo (C) e Comprimento da Radicula (D) das plantulas de Cebola submetidas a diferentes concentragdes

do extrato bruto e fragbes (FH, FC, FAE FR) de P. tuberculatum.
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Nota: IVG: indice de velocidade de germinacdo; EB: extrato bruto; CN: controle negativo — &gua destilada; FH:
fracdo hexano; FC: fragdo cloroférmio; FA: fracdo acetato de etila; FR: fracdo remanescente; 0, 125, 250 e 500:
concentragdes em pg/mL; a-h e cores: agrupamento por significancia; barra vertical: valores maximos e
minimos; ponto: valor médio; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey (p=<0,05).

Figura 21 - Plantulas cebola submetidas ao tratamento
com a fracdo cloroférmio (FC) nas concentracBGes de
125 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL, comparadas entre
si e ao controle negativo (CN).

Cebola

Hinocotilo Radicula

CN

FC — 125 pg/mL

FC — 250 pg/mL
' FC — 500 pg/mL

Fonte: Nogueira (2017).
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De modo geral, os resultados demonstraram que o EB e todas as fracOes testadas
tiveram efeito alelopético, em especial as fragdes FAE 500 pug/mL, FC 500 pg/mL e EB 500
pg/mL que tiveram melhor desempenho sobre as plantas de teste.

Pode-se notar uma relacdo dose dependente entre VG, crescimento, EB e fragdes,
uma vez que, ao aumentar a concentragdo das amostras ocorreu reducéo significativa do IVG
das sementes, efeito semelhante foi observado por Lima et al. (2017) ao testar o potencial
alelopatico do extrato de folhas de P. aduncum sobre sementes de alface. Também foi
obsevado que ocorreu diminuicdo significativa do crescimento inicial das plantulas L. Sativa
(alface) e A. Cepa (cebola) para os parametros testados (comprimento, hipocétilo e radicula),
conforme relatado nos estudos de Lustosa et al. (2007) para os extratos de P. aduncum e P.
tectoniifolium.

A intensidade do efeito alelopatico varia potencialmente em fungéo da concentracéao
do extrato da planta de interesse e da planta receptora analisada e que depende do tipo de
tecido usado para a extracdo e da concentracdo dos aleloquimicos que estdo diretamente
relacionados a espécie investigada (SOUZA FILHO et al., 2009; BORELLA et al., 2012,
FORMAGIO et al. 2010) e também estd de acordo com os dados obtidos para P.
tuberculatum. Vale ressaltar que normalmente, a atividade alelopética pode afetar toda a
fisiologia da planta (SILVA et al., 2009).

Outras pesquisas, como as conduzidas por Lustosa et al. (2007), Agra Neto et al.
(2015), Ramos (2016) e Pukclai e Kato-Noguchi (2011) constataram atividade alelopética
para os extratos de P. aduncum, P. tectoniifolium, Piper corcovadensis (Miq) C. DC., P.
umbellatum e Piper sarmentosum Roxb e 0 mesmo efeito foi observado em P. tuberculatum.

Para o extrato de P. mikanianum (Kunth) Steudl. também foi observado efeito
alelopatico significativo sobre a germinacdo e crescimento inicial de sementes de rabanete,
para este teste foi verificado que o extrato diminuiu severamente o IVG e o crescimento
(hipocotilo e radicula) das plantulas (BORELLA et al. (2012) e os resultados obtidos para os
testes realizados com o EB e fra¢Oes de P. tuberculatum estdo de acordo com os trabalhos dos
autores citados anteriormente.

Em estudos alelopaticos de espécies da familia Leguminosae, o padrdo observado € a
maior sensibilidade das radiculas aos efeitos dos extratos quando comparadas ao hipocotilo,
independentemente da espécie receptora e da fonte do extrato (MOURAO JUNIOR; SOUZA
FILHO, 2010), o mesmo efeito foi observado neste trabalho para as radiculas de alface e

cebola submetidas aos extratos de folhas de P. tuberculatum.
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Os efeitos alelopaticos causados nas plantas sdo mediados por substancias
pertencentes a diversos grupos de compostos secundarios ja identificados, como 0s compostos
fenolicos (acidos fendlicos), fendis, cumarinas, taninos, glicosideos cianogénicos, alcaloides,
flavonoides e terpenpinodes (BORELLA et al., 2012; SANTOS et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2014; NISHIDA et al., 2005). Mas, raramente essa atividade é resultados de uma Unica
substancia, sendo mais comum um conjunto metabdlitos secundarios apresentar essa atividade
(SILVA etal., 2009).

No presente estudo, algumas classes desses metabolitos foram quantificadas no EB e
fracGes de P. tuberculatum e, podendo estar associadas a atividade alelopatica exibida pelas
amostras. Em vista disso, P. tuberculatum pode ser uma potencial fonte de substancias ativas
que possam ser testadas frente a linhagens de células cancerigenas em estudos futuros, a fim
de identificar substancias/moléculas ativas para o tratamento contra o cancer

(quimioterapicos).

5.7.  Atividades Bioldgicas

5.7.1. Atividade antioxidante (AA)

5.7.1.1. Avaliacdo do poder redutor frente ao complexo do fosfomolibdénio

Conforme os resultados, quanto a atividade antioxidante (AA) do extrato e fracGes
avaliadas, observou-se que as amostras adquiriram a coloragdo verde caracteristica (Figura
22) que evidenciaram o poder redutor frente ao complexo fosfomolibdénio, conforme descrito
por Paula et al. (2014b). As médias do EB e das fracdes foram obtidos (p<0,05) e o padrao
acido ascorbico foi estimado como tendo 100% de poder redutor, a partir do qual foi
calculado o potencial redutor das amostras.

O EB obteve 28,17% do poder redutor quando comparado ao acido ascérbico na
concentracéo de 200 pg/mL. As fragdes FC e FAE tiveram resultados de 24,39% e 24,00% de
poder redutor, respectivamente. As fragdes FH com 19,06% de poder redutor e FR com poder

redutor de 22,67% encerram essa etapa.
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Figura 22 - Ensaio da atividade antioxidante do
extrato bruto e fracbes de folhas de P.
tuberculatum frente ao complexo
fosfomolibdénio. Coloragdo verde indica reacao.

Nota: Fracdo hexano (FH), fracdo cloroférmio
(FC), fracdo acetato de etila (FAE), fracdo
remanescente (FR), extrato bruto (EB).

Fonte: Nogueira (2018).

Ao comparar as amostras ao padrao de acido ascorbico € possivel notar que nenhuma
amostra obteve atividade superior ou similar a este padréo, apresentando diferentes graus de
atividade antioxidante (Figura 23). O poder redutor demonstrado pelas amostras de P.
tuberculatum pode estar relacionado ao contetdo de compostos fendlicos, em especial 0s
flavonoides, visto que estas substancias ja tiveram atividade antioxidante comprovada em
espécies do género Piper (ORLANDA,; VALE, 2015; SANTOS et al., 2015; FERREIRA et
al., 2016; PAULA et al., 2014b; ZARAI et al., 2013).

Figura 23 - Resultados obtidos no ensaio do poder
redutor pelo método do Fosfomolibdénio, expressos
como média e desvio padrao.

a
1001

90
80 1
70
60 -
50
401
30 bd bd dc
201
101
0-

Poder redutor (% )

C.P EB FH FC FAE FR

Nota: cada coluna representa a média + desvio
padrdo das amostras. Controle Positivo (C.P);
Extrato bruto (EB); Fracdo hexano (FH); Fracéo
cloroférmio (FC); Fracdo acetato de etila (FAE);
Fracdo remanescente (FR). As médias seguidas
pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Nogueira (2018).
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Os resultados obtidos na andlise fitoquimica e histoquimica ressaltam a elevada
concentracdo de compostos fenolicos nas amostras de P. tuberculatum. Vale salientar que em
plantas os compostos fenolicos tém papel importante, pois, atuam no mecanismo de defesa e
também como antioxidantes, ndo somente por sua habilidade em doar hidrogénios ou elétrons
(propriedades redutoras) e estrutura quimica, mas também em virtude de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de lipideos, por exemplo, (SILVA et al.,
2010; SOUSA et al., 2007; ZARAI et al., 2013). Com isso, a Vitexina quantificada em P.
tuberculatum, juntamente com outras substancias fenolicas, pode ter contribuido para a
atividade antioxidante exibida pelas amostras, especialmente o EB, sendo que esta substancia
ja teve propriedade antioxidante comprovada (GU et al., 2017; SANTOS et al., 2015).

5.7.2. Atividade antibacteriana

Os resultados dos testes antibacterianos realizados com o EB e fragdes das folhas de

P. tuberculatum estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 - Média dos halos (cm) de inibicdo do EB e frag¢des obtidas das folhas frescas
de P. tuberculatum.

Produto testado / concentragdo / didmetro do halo (cm)

Bactérias EB FH FC FAE FR Cloranfenicol ~ (CN)

100 100 100 100 100 (CP) Alcool

mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 30 pg/mL 70%
S. epidermidis - - - 1,0 - 4,2
P. aeruginosa - - - - - 1,8
S. aureus - - - - - 3,2
S. thyphimurium - - - - - 3,1
Escherichia coli - - - - - 3,1

Nota: (-) ndo apresentou halo de inibicdo. Amostras do Extrato Bruto (EB) das folhas de
P. tuberculatum, Piperaceae; Fracdo Hexano (FH); Fragcdo Cloroférmio (FC); Fracdo
Acetato de Etila (FAE); Fracdo Remanescente (FR), Controle Positivo (CP) e Controle
Negativo (CN).

Fonte: Nogueira (2018).

Conforme tabela 8, o EB e as fracbes FH, FC e FR néo exibiram atividade
antibacteriana enquanto que a FAE foi ativa contra o Staphylococcus epidermidis. A atividade
antibacteriana da fragdo FAE pode estar relacionada com a vitexina, substancia detectada em
outras espécies pertencentes ao género Piper como P. amalago, P. methysticum, P. umbellata,
P. peltatum L. P. carpunya (SANTOS et al., 2010; BALDOQUI et al., 2009; QUILEZ et al.,

2010) e que também esta presente em P. tuberculatum, conforme observado nas analises
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cromatogréaficas do presente estudo . Além disso, de acordo com Gu et al. (2017) a vitexina
pode estar relacionada a outras propriedades terapéuticas demonstradas por espécies de Piper,
como a atividade antimicrobiana, por exemplo.

Estudos dirigidos por Lima et al. (2018) empregaram o método de difusido em Agar e
constataram atividade antibacteriana para os extratos obtidos de folhas, talos finos e frutos de
P. tuberculatum sobre S. aureus e S. aureus resistente a Meticilina (MRSA), 0 mais
patogénico dos estafilococos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), enquanto no presente
trabalho as amostras ndo exibiram atividade antibacteriana pelo método de difusédo em disco.

Ja Pinto, Lana e Lima (2016) investigaram o potencial antibacteriano do extrato de
folhas, talos finos e frutos de P. tuberculatum sobre diferentes linhagens de cepas de E. coli e
ndo observaram atividade antibacteriana de nenhuma das amostras pelo método de difusdo em
disco. Por outro lado, Da Silva Matos et al. (2016), também testaram o extrato dos talos finos
(cascas) e verificaram atividade bactericida sobre E. coli, 0 microrganismo gram-negativo
considerado um dos maiores causadores de infecgdes no trato urinario dos seres humanos,
enquanto o EB e fracdes do presente trabalho ndo apresentaram tal atividade.

Embora a FAE tenha exibido atividade sobre S. epidermidis, foi observado que o EB
e fragdes de P, tuberculatum n&o tiveram ou apresentaram baixa atividade antibacteriana
quando comparadas aos resultados disponiveis na literatura. Logo, o resultado obtido nédo foi
considerado significativo, visto que S. epidermidis é uma bactéria gram-postiva e, portanto, é
mais sensivel e mais suscetivel aos extratos de P. tuberculatum quando comparado as outras
cepas avaliadas neste trabalho. Vale ressaltar ainda, que as fracbes de P. tuberculatum ainda

nédo haviam sido testadas por difusdo em disco.
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6. CONCLUSAO

O Processo de extracdo apresentou resultados efetivos, com rendimento de 5,41% de
EB, correspondentes ao teor de sélidos extraido do material vegetal fresco. As fracdes tiveram
rendimentos iguais a 17,71 % (FH), 1,03% (FC), 4,29% (FAE) e 71,57% (FR).

O EB e as fragcdes FR e FH apresentaram grupos de metab6litos como compostos
fendlicos, flavonoides, taninos, antocianidinas e fitoesteroides. Clorofilas a e b e carotenoides
foram identificados no EB e fracbes FH e FR. As fracbes FC e FAE exibiram em sua
composicao todos 0s compostos citados anteriormente, exceto clorofilas e carotenoides.

As andlises por CLAE revelaram a presenca do flavonoide vitexina tanto no EB
guanto nas fracbes FC, FAE e FR. Este composto pode ser um dos responsaveis pela
atividade alelopatica, juntamente com seu precursor metabélico Apigenina.

A andlise histoquimica das folhas de P. tuberculatum comprovou a producdo de
metabdlitos com potencial interesse terapéutico e esta correlacionada com o perfil fitoquimico
avaliado neste estudo. Além disso, algumas caracteristicas morfoanatomicas foram descritas
pela primeira vez, fornecendo dados taxondmicos e potenciais para o controle de qualidade.

Todas as fracOes exibiram potencial alelopéatico frente L. sativa e A. cepa em todos
0s parametros testados. As fragdes FAE e FC foram significativamente mais expressivas
guando comparadas ao controle (CN) e as fracdes FEB, FR e FH.

O teste de atividade antioxidante frente a reducdo do complexo fosfomolibdénio
mostrou que nenhuma amostra apresentou poder redutor superior ou similar ao exibido pelo
padrdo de &cido ascorbico.

A fracdo FAE apresentou atividade antibacteriana frente Staphylococcus epidermidis
pelo método de difusdo em disco.

Ressalta-se, que ainda existem dados em processamento referentes ao presente
trabalho, como Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS), cujos
resultados seréo compilados e publicados em um proximo trabalho de pesquisa do grupo.

Este trabalho contribui consideravelmente para a taxonomia, pois as caracteristicas
descritas servem como parametro de autenticidade e potencial diagnostico para o controle de
qualidade de P. tuberculatum. Além disso, fornece dados significativos sobre fitoquimica e
alelopatia que podem ser explorados em estudos futuros.

Adicionamente pode agregar valor econbmico a espécie e contribuir para

desenvolvimento de futuros produtos agronémicos, cosméticos e farmacéuticos.
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