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RESUMO

A familia Piperaceae, especialmente o género Piper, é reconhecida como fonte de
metabdlitos secundarios com diversas atividades bioldgicas. Piper divaricatum G. Mey.
(pau-de-angola) destaca-se pelo potencial antifingico reportado na medicina tradicional,
embora seus componentes bioativos e mecanismos de acdo ainda ndo tenham sido
elucidados. O presente estudo visou investigar a composicao fitoquimica de extratos de
raiz, caule e folhas de P. divaricatum e avaliar sua atividade antifingica contra o
fitopatdgeno Fusarium kalimantanense (LPPC130), agente causal do mal do Panama em
bananeiras. Os extratos etandlicos foram particionados com acetato de etila, gerando as
fracbes PDVR (raiz), PDVC (caule) e PDVF (folhas). A caracterizacdo quimica foi
realizada por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo (CLUE-EMAR). A andlise metabolémica revelou 23
metabdlitos, sendo 20 caracterizados, com predominancia de piperamidas nos extratos de
raiz e caule. Compostos fenolicos, glicerideo e derivados da clorofila também foram
detectados. Nos ensaios de inibigdo do crescimento micelial, o extrato da raiz (PDVR)
apresentou a maior atividade antiflngica (83,7% de inibicdo a 2,0 mg/mL), semelhante
ao fungicida sintético tiabendazol. Os extratos PDVC e PDVF apresentaram atividade
moderada (40-48%). A analise estatistica confirmou diferencas significativas em relacao
ao controle negativo (apenas com o crescimento fungico). Os resultados indicam que a
raiz de P. divaricatum concentra 0s compostos bioativos responséveis pela potente
atividade antifangica, fornecendo base para futuros estudos de isolamento e
desenvolvimento de biofungicidas naturais para o manejo sustentavel do mal do Panama

em bananeiras.

Palavras-chave: biofungicida; mal-do-Panamd; metabolémica; piperamidas; UPLC-

QTOF.



ABSTRACT

The Piperaceae family, especially the Piper genus, is recognized as a source of secondary
metabolites with diverse biological activities. Piper divaricatum G. Mey. (pau-de-angola)
stands out for its antifungal potential reported in traditional medicine, although its
bioactive components and mechanisms of action have not been elucidated. This study
aimed to investigate the phytochemical composition of root, stem, and leaf extracts of P.
divaricatum and evaluate their antifungal activity against the phytopathogen Fusarium
kalimantanense (LPPC130), the causal agent of Panama disease in banana plants. The
ethanolic extracts were partitioned with ethyl acetate, generating the PDVR (root), PDVC
(stem), and PDVF (leaves) fractions. Chemical characterization was performed by Ultra-
Performance Liquid Chromatography coupled to High-Resolution Mass Spectrometry
(UHPLC-HRMS). Metabolomic analysis revealed 23 metabolites, 20 of which were
characterized, with a predominance of piperamides in the root and stem extracts. Phenolic
compounds, glyceride, and chlorophyll derivatives were also detected. In mycelial growth
inhibition assays, the root extract (PDVR) showed the highest antifungal activity (83.7%
inhibition at 2.0 mg/mL), similar to the synthetic fungicide thiabendazole. The PDVC and
PDVF extracts showed moderate activity (40-48%). Statistical analysis confirmed
significant differences in relation to the negative control (fungal growth only). The results
indicate that the root of P. divaricatum concentrates the bioactive compounds responsible
for the potent antifungal activity, providing a basis for future studies on the isolation and
development of natural biofungicides for the sustainable management of Panama disease

in banana plants.

Keywords: biofungicide; panama disease; metabolomics; piperamides; UPLC-QTOF.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade da flora amazodnica representa uma das maiores reservas naturais
de compostos bioativos do planeta, despertando crescente interesse da comunidade
cientifica internacional. Entre as inumeras espécies vegetais dessa regido, destaca-se o
género Piper, amplamente distribuido nas zonas tropicais e conhecido pelo seu potencial
farmacologico, inseticida e antimicrobiano. A prospeccdo quimica de espécies
pertencentes a esse género tem revelado uma diversidade consideravel de metabolitos
secundarios, cujas propriedades vém sendo exploradas na medicina tradicional e em
aplicagdes industriais. Dentre essas espécies, Piper divaricatum G. Mey. emerge como
uma planta promissora, sobretudo pelos resultados obtidos em testes de bioatividade e
composi¢ao quimica (CARNOSO et al., 2022).

A espécie Piper divaricatum, conhecida popularmente como pau-de-angola ou
jaborandi-manso, ¢ nativa da Amazdnia e tradicionalmente utilizada em praticas
etnobotanicas para o tratamento de dores reumaticas e colicas (ANDRADE;
GUIMARAES; MAIA, 2009). Estudos recentes revelam que essa planta apresenta
elevado teor de 6leo essencial, constituido majoritariamente por compostos fenolicos
como metileugenol e eugenol, reconhecidos por sua acdo antifiingica, antioxidante e
antibacteriana (CASTRO et al., 2022). Na tabela 1, pode-se observar a estrutura quimica
dos principais metabolitos secundarios identificados no 6leo essencial desta espécie.
Essas propriedades mostram o seu potencial como fonte de novos principios ativos para

o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e agricolas (SILVA et al., 2010).

Tabela 1: Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes no 6leo essencial
de Piper divaricatum.

ESTRUTURA QUIMICA COMPOSTO
e =
Metileugenol
o
H,CO =
Eugenol
HO
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o Acetato de eugenila

B-Elemeno

/

CHs CHs B-Ocimeno
)\/\)VCHZ

HsC

Fonte: Silva et al., 2010.

Do ponto de vista quimico, P. divaricatum integra um grupo de espécies que
produz uma vasta gama de metabolitos, entre os quais se destacam as amidas, os
terpenoides e os fenois. Tais compostos tém sido associados a mecanismos de defesa
natural das plantas, incluindo atividade inseticida, citotoxica e antimicrobiana (GOMEZ-
CALVARIO; RIOS, 2019). A identificagio de constituintes majoritarios e minoritarios
dessa espécie, bem como a compreensdo de suas vias biossintéticas, podem fornecer
subsidios relevantes para a aplicacao biotecnoldgica desses compostos, especialmente em
contextos em que o uso de insumos naturais se torna cada vez mais valorizado (FREIRE,
2022).

No cenario fitossanitario, a busca por alternativas naturais ao controle quimico
convencional de doencas de plantas tem impulsionado a investigagcdo de espécies vegetais
com ac¢do antifingica. Nesse contexto, os estudos envolvendo P. divaricatum tém
demonstrado resultados promissores contra fitopatégenos como Fusarium solani f. sp.
piperis e Cryptococcus neoformans (DA SILVA et al., 2014; MEIRELES, 2014). Essa
evidéncia reforga o interesse em elucidar os constituintes responsaveis pela bioatividade
da planta, especialmente no manejo da fusariose que afeta culturas economicamente
relevantes, como a pimenteira-do-reino (Piper nigrum) e banana (Musa spp.).

Além de seu potencial no manejo de doengas de plantas, Piper divaricatum
também se mostra relevante para a conservacao ambiental e o uso sustentavel dos recursos
naturais da Amazonia. A valorizagdo de espécies nativas por meio da prospec¢ao quimica

contribui ndo apenas para a descoberta de novos compostos bioativos, mas também para



15

a promocao do uso racional da biodiversidade brasileira. Nesse sentido, ¢ fundamental
que as investigagoes cientificas se pautem por principios éticos, envolvendo comunidades
locais e respeitando os conhecimentos tradicionais associados ao uso das plantas
medicinais (CARNOSO et al., 2022).

Diante do exposto, este trabalho propde uma investigagdo sobre a composi¢ao
quimica de Piper divaricatum e a avaliacao da sua atividade antifungica contra um dos
fitopatdogenos mais importantes economicamente na cultura da banana, o Fusarium
kalimantanense, agente causal do mal do Panama ou murcha de Fusarium. A abordagem
metodologica contempla técnicas modernas de analise, como UHPLC-MS/MS, que
possibilitam a identificagdo e caracterizacdo precisa dos metabolitos presentes,
fornecendo base solida para futuras aplicagdes biotecnologicas (CARNOSO et al., 2022;
GOMEZ-CALVARIO; RIOS, 2019).

Estrutura da Dissertacao

Esta dissertacdo esta organizada em capitulos que apresentam de forma logica e
sequencial o desenvolvimento da pesquisa. O caitulo 1 consiste na Introducdo da
pesquisa realizada, em seguida séo explicitados os Objetivos do trabalho.

O capitulo 2 consiste no Referencial Teorico, o qual fundamenta a pesquisa a
partir da literatura cientifica. Este capitulo aborda a familia Piperaceae e o género Piper,
com énfase na espécie Piper divaricatum, seus usos, constituintes quimicos e atividades
bioldgicas. Também sdo discutidos o género Fusarium, com foco no fitopatdgeno
Fusarium kalimantanense, e as técnicas analiticas empregadas para a caracterizacao
quimica, em especial a Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (UHPLC-HRMS). As Referéncias que sustentam este
referencial sdo listadas ao final do capitulo.

A seqguir, é apresentado o Artigo Submetido a revista Pest Management Science,
que incorpora a metodologia desenvolvida, os resultados obtidos, a discussao dos dados
e as consideracdes finais do estudo. As Referéncias especificas citadas no artigo séo
listadas em sua secao propria.

Por fim, os Anexos complementam a dissertacdo, fornecendo informagdes
suplementares essenciais, como as estruturas quimicas dos compostos identificados, o
comprovante de submisséo do artigo e os espectros de massas completos que embasam

as caracterizacdes quimicas realizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar o potencial antifingico de Piper divaricatum contra o agente causal

do mal do Panamé& em bananeiras, Fusarium kalimantanense.

2.2 Objetivos Especificos
e Realizar a extracdo e caracterizagdo quimica de extratos etanolicos de folhas,
caule e raiz de Piper divaricatum através de Cromatografia Liquida de
Ultraeficiéncia com Espectrometria de Massas de Alta Rseolu¢do (CLUE-
EMAR);
e Avaliar a atividade antifungica in vitro dos extratos de P. divaricatum frente ao

fitopatogeno Fusarium kalimantanense.

e Correlacionar as classes e compostos quimicos identificados nos extratos de
folhas, caule e raiz de Piper divaricatum com a atividade antifingica observada

frente a Fusarium kalimantanense.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A Familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e estd incluida no grupo das
Angiospermas. Ela ¢ composta por 13 géneros, incluindo Artanthe, Lindeniopiper,
Macropiper, Manekia, Ottonia, Peperomia, Piper, Piperanthera, Pothomorphe,
Sarcorhachis, Trianaeopiper, Verhuellia e Zippelia. Dentre estes géneros, o Piper € o
Peperomia sao os mais representativos. No total, essa familia botanica possui 6.933
denominagdes cientificas relacionadas a classificacdo de suas espécies, das quais 1.919
sao reconhecidas como espécies validas (FREIRE, 2022; THE PLANT LIST, 2013;).

As plantas da familia Piperaceae podem ser encontradas em diferentes formas
de vida, incluindo ervas, arbustos, cipds e até pequenas arvores. Suas folhas geralmente
apresentam disposi¢do alternada, com margem inteira e venagdo pinada, além de
apresentarem glandulas secretoras de Oleos essenciais, responsaveis por seu aroma
caracteristico. As flores sdo pequenas e dispostas em inflorescéncias do tipo espiga, sem
pétalas ou sépalas evidentes (CHANCHAL, THONGAM e HANDIQUE, 2015).

Diversas espécies pertencentes a essa familia contém biomoléculas em sua
composi¢ao que apresentam um amplo espectro de acdo contra diferentes enfermidades.
Essas substancias possuem propriedades antimicrobianas, inseticidas, fungicidas e/ou
fungistaticas, demonstrando potencial no controle de patogenos e em aplicagdes

terapéuticas (DIGNANI, 2009; PITON et al., 2014).

3.2 O género Piper

3.2.1 Usos etnofarmacoldgicos

O género Piper ¢ um dos mais importantes géneros da familia Piperaceae,
compreendendo mais de 2200 espécies representadas por ervas, arbustos e lianas
distribuidas em zonas tropicais ao redor do mundo (COLORADO, SALGADO e
HERRERA, 2025; SILVA et al, 2017). Espécies desse género sdo cultivadas
principalmente por suas sementes e folhas, as quais possuem propriedades aromatizantes
e podem ser utilizadas como temperos na alimentagdo. Praticamente todas as partes das
plantas do género Piper (raizes, folhas, galhos, caule e frutos) sdo empregadas na
medicina popular para tratar diversas doencas e condi¢des, como febre, dor de barriga,

diarreia, reumatismo, furinculos, sarna, problemas gastrointestinais, cancer, dor,
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infecgdes, inflamacdo e hipertensdo, além de serem usadas como anti-helminticas e
diuréticas (ARAUJO-BAPTISTA et al., 2019; HASHIM, 2018; LIMA et al., 2020;
MGBEAHURUIKE et al., 2017; PELAYO et al., 2016; SAWADOGO et al., 2012;
STOJANOVI’C-RADI et al., 2019; WANG et al., 2014; XIANG et al., 2016).

3.2.2 Constituicao fitoquimica de Piper
3.2.2.1 Oleos essenciais

As espécies de Piper produzem uma série de classes metabdlicas com diversas
atividades biologicas (TAKEARA et al., 2017). Os o6leos essenciais extraidos de
diferentes partes dessas espécies sao constituidos principalmente por terpenos, que
incluem os monoterpenos (ex.: a-pineno, mirceno, limoneno, o-terpineno, p-cimeno),
monoterpenoides oxigenados (ex.: 1,8-cineol, linalol, terpinen-4-ol, borneol, canfora),
sesquiterpenos (ex.: beta-cariofileno, a-humeleno, germacreno D, biciclogermacreno, a-
cubeno), sesquiterpenoides oxigenados (ex.: espatulenol, (E)-nerolidol, 6xido de
cariofileno, a-cadinol, epi-a-bisabolol) e fenilpropanoides (ex.: safrol, dilapiol,
miristicina, elemicina, (Z)-asarona, eugenol) (NASCIMENTO et al., 2012; PAZ,
GUIMARAES e RAMOS, 2017).

Algumas espécies tropicais de Piper podem apresentar altos rendimentos de 6leos
essenciais e de constituintes volateis majoritarios, os quais podem variar de acordo com
os diferentes quimiotipos, regido geografica e fatores ambientais (DE ALMEIDA et al.,
2009; MAIA et al., 1998; MAIA e ANDRADE, 2009). O rendimento do 6leo essencial
presente nas folhas de Piper xylosteoides, por exemplo, ¢ de 1,8%, sendo o monoterpeno
mirceno (31%), amplamente utilizado na industria alimenticia e cosmética, a substancia
majoritaria (POTZERNHEIM et al., 2006). Para a espécie P. divaricatum, 46,0% do 6leo
essencial obtido corresponde ao eugenol, o qual € utilizado como anestésico para sedacao
de peixes e em certos tratamentos dentarios (RIBEIRO et al., 2016; SILVA et al., 2011).
Oleos essenciais de alto rendimento, bem como os compostos volateis de valor
econdmico, sdo de grande importancia para as induastrias farmacoldgica, cosmética, e de
limpeza, sendo bastante valorizados pelo mercado internacional (MAIA e ANDRADE,

2009).

3.2.2.2 Constituintes caracteristicos do género: Amidas e alcaloides
Além dos terpenos presentes nos 0leos essenciais, outras classes de metabdlitos

produzidos por espécies do género Piper incluem as neolignanas, lignanas, lactonas,
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hidroquinonas, amidas, alcaloides, esteroides, chalconas/dihidrochalconas, cromonas,
acidos graxos, ceramidas e flavonoides (BATISTA et al., 2018; FAN et al., 2023; WARE
et al., 2024).

Em especial as amidas isoladas de espécies do género Piper, classe de compostos
caracteristica do género, apresentam grande diversidade estrutural e podem ser
classificadas como amidas aromaticas, alifaticas, aristolactamas, ceramidas e 4,5-
dioxoaporfinas. Certas amidas podem apresentar ainda em sua estrutura grupos como o
pirrol, a pirrolidina, a peperidona, a piperidina e até uma por¢ao alcaloidica, podendo
neste ultimo caso, serem classificadas como alcamidas. Essas estruturas citadas sdo
geralmente isoladas de plantas pertencentes as familias Asteraceae, Sonalaceae, Rutaceae
e Piperaceae (KATO e FURLAN, 2007; GOMEZ-CALVARIO e RIOS, 2019). No quadro
1, pode-se observar as diferentes classes de piperamidas ja estudadas em espécies do

género Piper.

Quadro 1: Classes de Piperamidas Identificadas no Género Piper

Classe Exemplos de Substiancias Principais Atividades
Bioldgicas

Piperamidas Piperina, Piperlongumina, Antiinflamatoria,

Naturais Acido piperico antimicrobiana, analgésica
Piperamidas Derivados de Piperina Propriedades antitumorais,

Sintéticas (modificados quimicamente) atividade antifungica
Piperamidas Piperamidas contendo cadeias Potencial inseticida e
Alquilicas alquilicas longas antimicrobiano
Piperamidas Piperamidas com anéis Propriedades antioxidantes e
Aromaticas aromaticos ligados a estrutura neuroprotetoras

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Viarias espécies do género Piper t€m sido investigadas € novos compostos vem
sendo identificados. Nesse sentindo, um dos primeiros trabalhos de revisdo realizado por
Parmar et al., 1997 descreveu 144 diferentes amidas/alcaloides presentes em 67 espécies,
e uma das revisdes mais recentes reuniu informacgdes acerca de 277 amidas/alcaloides
provenientes de 158 espécies (GOMEZ-CALVARIO e RIOS, 2019).

As amidas de Piper também siao conhecidas como alcamidas e sdo metabolitos
secundarios encontrados em espécies do género Piper. Sua biossintese envolve a
condensag¢do de varios acidos graxos com residuos de amina. A formagdo dessas amidas

comeca com a biossintese de fracoes de amina, como piperidina, pirrolidina e
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isobutilamina, que se originam de aminoacidos como L-lisina e L-ornitina. Esses
aminoacidos sofrem modificagdes enzimaticas, incluindo transaminagdo e
descarboxilagdo, para produzir as aminas correspondentes. Os precursores de acidos
graxos comumente envolvidos na formacdo de amidas incluem 4cido benzoico, 4cido
cinamico e acidos alquil aromaticos de cadeia longa. A etapa final na via biossintética
consiste na condensagao dos componentes de amina e acido graxo, resultando em uma
gama diversificada de alcamidas caracteristicas das espécies de Piper (GOMEZ-
CALVARIO e RIOS, 2019; COTINGUIBA et al., 2023).

Quimicamente, as piperamidas sdo definidas pela presenga de uma ligagdo
amida ligando uma por¢do amina a uma cadeia de 4acido graxo ou acido aromatico. Suas
propriedades fisico-quimicas incluem solubilidade moderada em solventes organicos,
como cloroformio (CHCl), acetona (CH3COCH3) e metanol (CHsOH). Elas sdo
relativamente estaveis sob condi¢cdes laboratoriais padrdo, mas podem se degradar em

ambientes de pH elevado. Sua diversidade estrutural contribui para suas propriedades

bioldgicas e farmacoldgicas variaveis (GOMEZ-CALVARIO e RIOS, 2019).

3.2.2.2.1 Classificacio das Piperamidas

As piperamidas, metabdlitos secundarios caracteristicos do género Piper,
apresentam grande diversidade estrutural e funcional. Para facilitar sua andlise e
identificacao, diferentes estudos propuseram classificacoes baseadas em grupos
estruturais e nos fragmentos diagndsticos obtidos por espectrometria de massas (LI et al.,
2015; LUCA et al., 2021).

Segundo Li et al. (2015), os alcaloides amidicos isolados de Piper longum
podem ser organizados em quatro grupos principais (A—D), definidos pela natureza dos
substituintes presentes na por¢ao aromatica (R1) e na amina (R2). Posteriormente, Luca
et al. (2021) ampliaram esta classificagdo com a inclusdo de dois novos grupos (E e O),
totalizando seis classes de piperamidas.

As piperamidas do tipo A possuem como caracteristica a presenga de grupo
benzodioxoélico na posicdo R1 e piperidina na posi¢do R2. J& as do tipo B também
apresentam o benzodioxol em R1, mas em R2 ocorre a substituigdo por isobutilamina. No
tipo C, observa-se uma cadeia alquilica em R1 e isobutilamina em R2, enquanto no tipo
D mantém-se a cadeia alquilica em R1, mas o grupo terminal em R2 ¢ piperidina. O tipo

E ¢ constituido por estruturas que apresentam benzodioxol em R1 e pirrolidina em R2.
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Finalmente, o tipo O engloba estruturas de maior diversidade, como lactamas (ex.:
piperolactam C) e compostos com esqueletos diferenciados, incluindo a piperlongumina
(LUCA et al., 2021).

Essa classificacdo estrutural ndo apenas facilita a organizacao e a identificagdo
das piperamidas, como também orienta estudos quimiotaxonomicos e de correlagdo com
atividades bioldgicas. O Quadro 2 a seguir apresenta um resumo comparativo das seis
categorias de piperamidas descritas na literatura. A Figura 1 apresenta as representacoes

estruturais de cada tipo de piperamida descrita por Li et al., 2015.

Figura 1: Informag¢Ges estruturais dos tipos de Piperamidas

O

R1/N.(CHZ}nfr’\\‘)/\)I\R
ny 2

N3
0] \N
Iy g
o CH3(CHy),4

Benzodioxol Piperidina Isobutilamina  Cadeia alquilica

Fonte: Adaptado de Li et al., 2015.

Quadro 2: Classificagdo das piperamidas segundo Li et al. (2015) e Luca et al. (2021)

. Caracteristicas estruturais Exemplos de A
Tipo R Referéncias
principais compostos
A Benzodioxol em R1 + piperidina em Piperina, Lietal. (2015); Luca et
R2 pipernonatina al. (2021)
B Benzodioxol em R1 + isobutilamina| Guineensina, Li et al. (2015);
em R2 retrofractamida B|| Luca et al. (2021)

. - Pellitorina, N- . ]

C Cadeia alquilicaem R1 + isobutil-2 4- Lietal. (2015); Luca et

isobutilamina em R2 al. (2021)

dodecadienamida
Neopellitorina B,

Cadeia alquilica em R1 + piperidina Lietal. (2015); Luca et

D o R2 1-(piperidinil)- al. (2021)
octadecenona
£ Benzodioxol em R1 + pirrolidina em Piperilina, Luca et al. (2021)

R2 braquiamida A
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. Caracteristicas estruturais Exemplos de A
Tipo L Referéncias
principais compostos
o Estruturas diversas (gx_.: lactamas, ||Pi perolactamq C, Luca et al. (2021)
outros esqueléticos) piperlongumina

Técnicas espectroscopicas, como ressondncia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) e espectrometria de massa (MS), sdo cruciais
para caracterizar as piperamidas. Na espectroscopia de RMN de 'H, os sinais
caracteristicos correspondem a protons de amida, hidrogénios aromaticos e cadeias
alifaticas, enquanto os espectros de RMN de *C exibem picos para grupos carbonila de
amida (C=0), carbonos aromaticos e carbonos alifaticos. A espectroscopia UV-Vis revela
padrdes de absor¢do associados a sistemas conjugados, particularmente em compostos
com aromaticidade estendida. A espectrometria de massa (MS) fornece informagdes
valiosas sobre o peso molecular, com picos de ions moleculares caracteristicos
observados na ionizagao por eletrospray positiva (ESI-MS). Os padrdes de fragmentagao
auxiliam ainda mais na elucidacdo estrutural, indicando perdas caracteristicas de fragdes
amida ou cadeias de acidos graxos ou aromaticos (WOLFF et al., 2015; LUCA et al.,
2021).

As piperamidas exibem um amplo espectro de atividades biologicas, tornando-
as valiosas em varias aplica¢des. Muitos desses compostos exibem potentes propriedades
inseticidas e antialimentares, com exemplos como piperina, pipercida e guineense
mostrando atividade significativa contra insetos. Além disso, algumas amidas
demonstram efeitos citotoxicos contra linhagens de células cancerigenas, notavelmente a
piplartina. A atividade antimicrobiana das piperamidas também foi documentada, com
certos compostos exibindo propriedades antibacterianas e antifingicas. Além disso,
algumas piperamidas mostram efeitos neuromoduladores, incluindo atividades
analgésicas, anti-inflamatdérias e antidepressivas, destacando seus potenciais em
aplicagdes terap€uticas (COTINGUIBA et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2012; PARK
2012; GOMEZ-CALVARIO e RIOS, 2019).

No geral, os estudos das piperamidas continuam atraindo interesse cientifico
devido as suas complexas vias biossintéticas, diversas estruturas quimicas e atividades
biologicas significativas. A sua caracterizagdo usando técnicas espectroscopicas

avancadas permitem insights mais profundos sobre seu potencial farmacologico,
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reforgando sua importincia tanto na medicina tradicional quanto na descoberta de novos

compostos bioativos de interesse comercial, economico e agricola (LUCA et al., 2021).

3.2.3 Atividades bioldgicas do género Piper

Varios dos usos etnofarmacoldgicos do género Piper ja foram evidenciados por
estudos cientificos, que reportam seu amplo espectro de atividades bioldgicas, sendo estas
resultantes da presenca de diversas classes de metabolicos (ARAUJO et al., 2018; LIMA
et al., 2020; MGBEAHURUIKE et al., 2017).

Os oleos essenciais produzidos por espécies de Piper sdo constituidos
principalmente por terpenoides e apresentam varias atividades bioldgicas, como
antiprotozoaria, bactericida, inseticida, larvicida, repelente, antifiungica, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antioxidante, acaricida, antitumoral, dentre outras, sendo as
mais comumente reportadas a herbicida, a antimicrobiana e a antitumoral (AL-SAYED,
GAD e EL-KERSH, 2022; AYRES et al., 2021; CARNEIRO et al., 2020; DUROFIL et
al., 2021; HAI et al., 2023; MENEZES et al., 2022; MOTHANA et al., 2016; PEREIRA-
FILHO et al., 2021; RUIZ-VASQUEZ et al., 2022; SHAH et al., 2024; SHAN et al.,
2024; SOARES, BRODIGNON e APEL, 2022; WANG et al., 2021)

Alcaloides e amidas isoladas de extratos de espécies do género Piper estdo entre
as principais classes de produtos naturais bioativos, os quais apresentam atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, antiplasmddica, inseticida, antifingica, citotdxica,
ansiolitica/antidepressiva,  antileishmaniose, esquistossomicida, hepatoprotetiva,
alelopatica, antimicrobiana, gastroprotetiva, antituberculose, larvicida e herbicida. Dentre
estas, as mais investigadas sdo as atividades antifingica, enzimatica, hepatoprotetiva,
citotoxica, inseticida, larvicida e antiplasmédica (BEHL et al., 2023; BHATTACHARYA
et al., 2022; CHOY, AHMAD ¢ ZAMAKSHSHARI, 2023; FENG et al., 2019; GOU,
BAO e LI, 2025; HAN et al., 2023; KAMSU e NDEBIA, 2024; LERTNITIKUL et al.,
2023; MENGARDA et al., 2020; MORIKAWA et al., 2004; MULLALLY et al., 2016;
PARK et al., 2022; PEI et al., 2020; PEIXOTO et al., 2021; PHONG et al., 2025;
PRASETYA et al., 2021; SWAIN et al., 2021; TIWARI et al., 2020).

3.2.3.1 Atividade antifungica
O género Piper tem sido amplamente estudado devido as suas propriedades
antifingicas, apresentando resultados promissores contra diferentes fitopatdgenos e

fungos de interesse médico e comercial. Diversas espécies desse género demonstraram
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capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, tornando-se
potenciais fontes de compostos antifungicos naturais (DURANT-ARCHIBOLD,
SANTANA e GUPTA, 2018).

A espécie Piper nigrum (pimenta-do-reino) mostrou atividade antifingica
significativa contra os fungos Fusarium oxysporum e Aspergillus niger. Estudos indicam
que o 6leo essencial dessa planta apresentou concentragfes inibitérias minimas (CIM)
variando entre 400 e 500 ppm apds 10 dias de cultivo. Além disso, em testes conduzidos
em frutos de tomate, observou-se que o 6leo essencial reduziu a severidade da doenca
ocasionada por Aspergillus niger em até 70% e de Fusarium oxysporum em
aproximadamente 40%. Esses resultados evidenciam o potencial da pimenta-do-reino
como agente antifngico natural (CASTELLANOS et al., 2020).

Outra espécie relevante, Piper divaricatum, apresentou forte atividade antifungica
contra Fusarium solani f. sp. piperis, fungo responsavel pela fusariose em P. nigrum. O
6leo essencial dessa planta obteve taxas de inibicdo do crescimento micelial superiores a
90%, sendo que seus principais constituintes, metileugenol (75%) e eugenol (10%),
exibiram efeitos inibitdrios significativos. O eugenol, em especial, demonstrou inibicdo
total do crescimento fngico em concentragdes entre 0,75 e 2,5 mg/mL, reforcando a
eficacia dessa espécie no controle de fitopatogenos (Da SILVA et al., 2014).

Estudos realizados com P. callosum, P. marginatum var. anisatum e P. enckea
demonstraram inibicdo total do crescimento micelial de Crinipellis perniciosa,
Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici quando submetidas a concentragdes de
0,75 pL/mL e 1 pL/mL de seus 6leos essenciais (SILVA, BASTQOS, 2007).

Resultados semelhantes foram obtidos para P. aduncum, cujos 6leos essenciais
exibiram forte atividade antifungica contra espécies do género Fusarium e
Colletotrichum, efeito atribuido a presenga de compostos como fenilpropandides e
terpendides (LIMA, 2009). Outras espécies de plantas que apresentam estudos
direcionados a sua atividade antifungica incluem: P. betle (NAYAKA et al., 2021), P.
retrofractum (MUHARINI et al., 2015) e P. umbellatum (FREITAS et al., 2020).

Tais estudos evidenciam o papel crucial das diferentes classes de constituintes
quimicos nas espécies do género Piper, como amidas, terpenoides e outros metabdlitos
secundarios, na atividade antifungica observada. Dessa forma, fica evidente que as
diversas espécies do género Piper possuem grande potencial para o desenvolvimento de

novos agentes antifingicos naturais. Seus compostos bioativos podem ser explorados
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tanto na medicina quanto na agricultura, contribuindo para a busca por alternativas mais
sustentaveis no controle de doencgas causadas por fungos.

Na Tabela 2, pode-se observar a estrutura quimica de metabdlitos acompanhados
por seus respectivos nomes, a espécie de Piper da qual foram identificados e suas

atividades antifingicas reportadas.



Tabela 2: Atividade antifungica de metabdlitos isolados de espécies do género Piper contra fitopatogenos
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N° Estrutura quimica Composto Espécie Fitopatégeno Atividade Referéncia
antifiingica
(0]
N-(22)-[3-(2’-etoxy- Cladosporium
0 AN
1 N 4’,5’methilenedioxifenil )prop-2- P. tuberculatum sphaerospermun 5,0° NASCHVS(S)II\IZTO ctal,
enoil]pirrolidina
0 OCH;4
Cladosporium Efeito
albicans fungistatico
C. krusei
a
HO C. glabrata 400
2 Hidroxichavicol P. betle Fungos dermatofitos 7,81-62,5% NAYAKA etal, 2021
HO ey,
Leveduras
15,62-500%
Aspergillus
Spp. 125-500%
HO
Trichophyton PEREIRA. MENDES;
3 Eugenol P. betle rubrum 256° DE OLIVEIRA LIM A
I Nen, 2013
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Cladosporium 5,0°
° NN N/\’/ " Scutifoliamida A e P. scutifolium cladosporioides e MARQUES et al
e Tiag b et al.,
<O e | Scutifoliamida B C. sphaerospermum 5,0 2007
2 R=Ac
o o}
o P. tuberculatum e CS&%%])%S
N _ . . . . . C b
‘ 8,9-dihidropiplartina P. rugosum Fusarium 21,1 BARBOSA.
~ oxysporum CORNELIO;
o BARRERA, 2021
/o
O\ '
P. pulchrum CARDENAS-
° ° 7,8-dihidroyangonina P. barcoense Fusarium 43,8¢ éﬁggls)i
P. tuberculatum oxysporum CORNELIO:
X BARRERA, 2021
O\
Fusarium 28-6¢ CARDENAS-
oxysporum LAVERDE;
BARBOSA-
CORNELIO;
S,Ob BARRERA, 2021
o Cladosporium
P. hispidum e sphaerospermum NAVICKIENE et al.,
@ = O> 4,5-dihidropiperilina P. arboreum 0.1° 2000
[¢]

C cladosporioides

Candida albicans
Candida krusei
Candida

DA SILVA et al., 2002
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parapsilosis 125<CIM<15,6 REGASINI et al.,
Cryptococcus e 2009
neoformans
i Fusarium 48,6¢ CARDENAS-
P. pulchrum oxysporum ;ﬁglgg[ﬁ
/ = _ (2’E6 E)-2-fgrnesﬂ-1,4- P. barcoense CORNELIO;
I benzoquinona P tuberculatum BARRERA., 2021
Candida albicans N.A.
DE ROSA; DE
GIULIO; IODICE,
1994
TR CARDENAS-
LAVERDE;
. . BARBOSA-
C
O O Asebogenina P. elongatum Fusarium 25,6 CORNELIO:
~ o oH oxysporum BARRERA, 2021
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10

~

HO

OH

Oroxilina A

P. sarmentosum

Fusarium
graminearum

128 ng/mL
(1-2 mg/mL
de extrato)

ZHOU et al, 2023

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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3.3. Piper divaricatum G. Mey.

3.3.1 Caracteristicas botanicas

Piper divaricatum é uma espécie pertencente a familia Piperaceae, amplamente
reconhecida por suas propriedades aromaticas e medicinais. E tipicamente encontrada em
florestas tropicais, onde cresce como uma planta arbustiva ou escandente, as vezes
exibindo um habito de escalada. Os caules sdo lenhosos na base, mas permanecem
flexiveis nas partes mais jovens, com nds inchados caracteristicos, tipico do género Piper.
As folhas s3o alternadas, simples e ovadas a lanceoladas, apresentando uma superficie
superior verde brilhante e uma parte inferior mais clara (Figura 2). Elas possuem margens
inteiras e venacao proeminente, contribuindo para sua aparéncia distinta (DA SILVA et
al., 2017; SALEHI et al., 2019).

A planta produz pequenas flores sésseis dispostas em espigas delgadas que
emergem das axilas das folhas. Essas flores sdo unissexuais, com estruturas masculinas e
femininas separadas, e ndo tém pétalas, sendo reduzidas a érgaos reprodutivos envoltos
em bracteas protetoras. Apds a polinizacdo, P. divaricatum desenvolve pequenas drupas
carnudas que ficam escuras quando maduras, com tons pretos, roxos ou avermelhados.
Essas frutas sdo aromaticas e contém inlimeras sementes pequenas, contribuindo para a

dispersdo e propagacgdo da espécie (MEIRELES et al., 2014).
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. Fonte: Nadia Paracampo, 2025.

3.3.2 Distribuicdo geogréfica

P divaricatum ¢ uma espécie amplamente distribuida na América tropical,
incluindo regides do México e América do Sul, principalmente no Brasil e na Colombia,
ocorrendo em florestas tropicais umidas, geralmente em ambientes sombreados ou semi-
sombreados (OLIVEIRA et al., 2022).

No Brasil ¢ encontrada em quase todas as regides, incluindo o Nordeste, onde
ocorre nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco e Sergipe. No
Centro-Oeste, registra-se sua presenca no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso ¢ Mato
Grosso do Sul. Na Regido Sudeste, ¢ encontrada nos estados do Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Pode-se observar na Figura 3 o mapa da distribui¢ao

geografica e dos dominios fitogeograficos desta espécie (GUIMARAES et al., 2025).

Figura 3: Mapa da distribui¢do geografica da espécie Piper divaricatum no Brasil

Identificagdo dos Dominios Fitogeograficos: Verde - Amazonia, Laranja - Caatinga, Amarelo - Cerrado,
Vermelho - Mata Atlantica.
Fonte: Adaptado de GUIMARAES et al., 2025.

3.3.3 Usos etnobotanicos
A espécie aromdtica P divaricatum, nativa da Amazodnia, ¢ popularmente

conhecida como pau-de-angola ou jaborandi-manso. As folhas e raizes, quando cozidas,
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sdo usadas para banhos anti-reumaticos e, em infusdo, sdo empregadas via oral contra

dores reumaticas e colicas (ANDRADE et al., 2009).

3.3.4 Atividades biologicas

3.3.4.1 Atividade antifungica

Da Silva et al. (2010) em relagdo a atividade antifingica, testaram o 6leo essencial
de P divaricatum contra diversas espécies fungicas de importancia médica, incluindo
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, A. niger,
Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum. O 6leo mostrou-se particularmente eficaz
contra Cryptococcus neoformans e Candida albicans, apresentando valores de
concentragdo inibitdria minima (CIM) de 78 pg/mL e 156 pg/mL, respectivamente. A
potente atividade antiflingica foi atribuida principalmente a elevada concentracao de
safrol na composicao do 6leo, um composto fendlico com propriedades antimicrobianas
reconhecidas. Esses resultados reforgam o potencial de Piper divaricatum como uma

fonte promissora de agentes naturais com aplicag¢@o no controle de infec¢des fingicas.

Meireles (2014) realizou uma triagem da atividade antifingica in vitro de 6leos
essenciais provenientes de espécies do género Piper, ricos em fenilpropandides, que
levou a descoberta de uma espécie com resisténcia a fusariose. Segundo o autor do estudo,
essa resisténcia, observada em P. divaricatum, pode estar associada a producao de seus
metabdlitos secundarios, especialmente o eugenol e o metileugenol, os quais, quando
combinados, demonstraram efeito satisfatorio contra Fusarium solani f. sp. piperis,
fitopatdgeno que atinge e compromete os cultivos de pimenteiras-do-reino (Piper

nigrum).

3.3.4.2 Atividade antioxidante

Da Silva et al. (2010) utilizaram dois métodos consagrados: o ensaio com o radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e o sistema de descoloracao do B-caroteno/acido
linoleico. Os resultados indicaram que o 6leo essencial de P. divaricatum apresentou uma
boa atividade antioxidante em ambos os ensaios, embora com eficacia inferior aos
antioxidantes sintéticos de referéncia, como o BHT. No teste com DPPH, foi observada
uma notavel capacidade de neutralizagao dos radicais livres, enquanto no sistema [-

caroteno/acido linoleico, o 6leo demonstrou uma inibi¢ado moderada da oxidagdo. Esses
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achados sugerem que o Oleo possui compostos capazes de atuar como agentes

antioxidantes naturais, oferecendo protecao contra processos oxidativos.

3.3.4.3 Atividade antibacteriana

Castro et al. (2022) investigaram a eficacia do oleo essencial extraido de P.
divaricatum frente a diferentes cepas bacterianas. Os resultados obtidos demonstraram
que o 6leo apresenta atividade antibacteriana significativa, especialmente contra bactérias

Gram-positivas.

Dentre as cepas testadas, Staphylococcus aureus e S. epidermidis foram as mais
sensiveis ao tratamento com o oleo essencial, apresentando as menores concentragdes
inibitorias minimas (CIMs). Esses dados indicam uma forte eficacia antimicrobiana do
extrato frente a essas bactérias. Por outro lado, embora tenha havido atividade contra
bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, as CIMs

observadas foram mais elevadas, o que sugere uma menor efetividade nesses casos.

A composi¢do quimica do dleo revelou a presenca de compostos fendlicos e
terpenoides, classes de metabolitos secundarios frequentemente associadas a
propriedades antimicrobianas. Dessa forma, Castro et al. (2022) concluiram que P.
divaricatum possui um potencial promissor como fonte de agentes antibacterianos
naturais, sobretudo no combate a infec¢des causadas por bactérias Gram-positivas. No
entanto, os autores recomendaram a realizacdo de pesquisas complementares, incluindo
ensaios in vivo e avaliagdes toxicologicas, com vistas a futura aplicacdo terapéutica ou

cosmética do Oleo essencial.

3.3.4.4 Atividade inseticida

Com base nos estudos realizados por Souto et al. (2012), foi avaliada a atividade
inseticida do 6leo essencial extraido das partes a¢reas (folhas e caules delgados) da
espécie P. divaricatum contra operarias da formiga-de-fogo Solenopsis saevissima, uma
espécie de importancia médica e agricola na regido amazdnica e em areas urbanas do
Brasil. O 6leo essencial apresentou rendimento de 1,5% em base seca, sendo sua
composi¢ao quimica analisada por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (GC-

MS). Dentre os compostos volateis identificados, os principais constituintes foram o
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metileugenol (69,2%) e o eugenol (16,2%), ambos pertencentes a classe dos

fenilpropenos, conhecidos por sua toxicidade e agdo repelente contra diversos insetos.

Nos bioensaios realizados em laboratorio, a exposi¢ao das formigas ao 6leo de P.
divaricatum resultou em mortalidade crescente com o aumento do tempo e da
concentragdo do dleo, sendo que a concentracdo letal média (LCso) apds 48 horas foi
estimada em 301,7 mg/L. Embora essa concentragdo demonstre atividade toxica
significativa, ela foi superior a observada para outras espécies do mesmo género, como
Piper aduncum (LCso de 58,4 mg/L) e Piper marginatum (LCso variando de 122,4 a 167,0
mg/L, dependendo do quimiotipo), o que indica uma menor poténcia inseticida relativa
para P. divaricatum. Ainda assim, os autores destacam que o metileugenol e o eugenol
presentes nesse 0leo sdo substancias com eficacia ja reconhecida contra diferentes ordens
de insetos, sendo plausivel atribuir a eles o efeito observado (SOUTO et al., 2012).

O estudo ressalta a importancia da continuidade de pesquisas voltadas a
caracterizacdo da atividade inseticida de Oleos essenciais do género Piper, incluindo
investigagdes sobre possiveis efeitos sinérgicos entre seus constituintes quimicos. Dessa
forma, o dleo de P. divaricatum mostra-se como uma fonte promissora de metabolitos
naturais com potencial aplicagdo no controle sustentavel de pragas, particularmente em
estratégias de manejo integrado de pragas na regido amazonica. No quadro 3, pode-se

observar as principais bioatividades relatadas para esta espécie.
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Quadro 3: Resumo das principais atividades bioldgicas relatadas para a Piper

divaricatum.
Atividade Organismo-Alvo | Compostos Resultados Referéncia
Biolégica / Teste Responsaveis Principais
Alta eficacia com
Staphylococcus Compostos | baixas CIMs para
Antibacteriana aureus, fenodlicos e Gram+, menor | CASTRO et al., 2022.
S. epidermidis terpenoides acdo sobre
(Gram+) Gram-.
Fusarium solani Inibigao
Antifungica f. sp. piperis Eugenol, significativa do DA SILVA et al.,
Metileugenol crescimento 2010.
micelial in vitro
Solenopsis LCso ap0ds 48
Inseticida saevissima Eugenol, horas foi SOUTO et al., 2012.
(formiga-de- Metileugenol estimada em
fogo) 301,7 mg/LL
Capacidade
Antioxidante DPPH e B- Compostos antioxidante
caroteno/acido fenodlicos moderada, DA SILVA et al.,
linoleico atribuida a 2010.
presenca de
fendis

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

3.3.5 Composicdo quimica do 6leo essencial

DA SILVA et al., (2014) descrevem que o 6leo obtido das partes aéreas (folhas e
caules delgados) de Piper divaricatum apresentou rendimento de 3,0%. A analise por
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas (CG-EM) identificou 16
componentes, sendo os principais constituintes volateis os fenilpropenos metileugenol
(77,1%), eugenol (7,9%) e acetato de eugenila (3,8%), que juntos corresponderam a
aproximadamente 89% do total do Oleo. Entre os constituintes minoritarios, os
monoterpenos o-pineno (2,1%) e P-pineno (3,2%) foram os mais representativos,

totalizando cerca de 5,3% do 6leo.

Além disso, pesquisas mais antigas j& mostravam que os Oleos essenciais
produzidos pelas folhas de Piper divaricatum sdo constituidos predominantemente por
substancias como o metileugenol (63,8%) e o eugenol (23,6%) (SILVA et al., 2010). Ao
todo neste estudo, os autores conseguiram detectar 25 constituintes quimicos no 6leo

essencial de P. divaricatum, correspondendo a 99,1% da composi¢do do oleo.
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3.3.6 Constituintes quimicos isolados de P. divaricatum

Sao relatados na literatura apenas dois estudos sobre o isolamento de substancias
quimicas presentes em extratos de P divaricatum. Avella, Diaz e De Diaz (1994),
motivados pelo uso tradicional de P. divaricatum como inseticida, conduziram estudos
para analisar os constituintes quimicos obtidos a partir do extrato etanodlico do caule dessa
espécie e a sua atividade bioldgica. Foram isolados e identificados diversos constituintes
por técnicas de fracionamento e cromatografia, dentre os quais destacam-se a
cepharadiona A, um derivado 4,5-dioxoaporfinico previamente identificado em Piper
manausense; a y-asarona (2,4,5-trimetoxialilbenzeno), uma substancia ja relatada em
Piper futokadsura e Piper sarmentosum (sendo esta ultima conhecida por suas
propriedades antimicrobianas e por atuar como um agente antialimentar para insetos) € o
4-hidroxi-2,5-dimetoxialilbenzeno, um composto ndo relatado para a familia Piperaceae.
As estruturas quimicas destes compostos isolados estdo descritas na Tabela 3. Outros

constituintes isolados incluem o B-sitosterol, um fitoesterol amplamente encontrado em

plantas, e uma fragio composta por ésteres graxos (AVELLA, DIAZ, DE DIAZ, 1994).

Os resultados obtidos por esses autores destacam a importancia dos compostos
isolados, em especial a cepharadiona A e a y-asarona, devido as suas propriedades
bioativas. A presenca dessas substdncias também reforca o interesse no género Piper
como uma fonte promissora para o desenvolvimento de produtos com aplicacdes
farmacéuticas e agricolas, sobretudo no controle de pragas € no combate a

microrganismos patogénicos.

Chaves (2008) realizou uma analise cromatografica do extrato hexano/acetato
(1:1) das raizes de Piper divaricatum. Em seu trabalho, foram descritos o isolamento e a
caracterizagdo alguns compostos quimicos, sendo o primeiro deles a piperlonguminina,
uma amida amplamente conhecida e estudada por suas propriedades bioativas. Além

dessa substancia, Chaves (2008) também identificou dois derivados do &cido benzoico.

O primeiro deles, denominado 4cido 5-(2’E,6’E,10’E)-3°,7°,11°,15’-
tetrametilhexadeca-2’,6’,10’,14 -tetraenil)-3,4-dihidroxi  benzodico, apresenta uma
estrutura complexa com um sistema poli-insaturado ligado ao anel benzoico que, segundo
os autores, podem conferir propriedades antioxidantes e antimicrobianas. O segundo
derivado, identificado como acido 5-(2°E,6°Z,10’E)-7-(hidroximetil)-3’,11°,15’-trimetil-

hexadeca-2’,6’,10°,14’-tetraenil)-3,4-dihidroxi benzodico, também possui um nucleo
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benzodico funcionalizado, sendo estruturalmente semelhante ao primeiro. No entanto,
difere por uma modificacdo na cadeia lateral (CHAVES, 2008). Esses metabolitos,
isolados a partir das raizes da espécie, representaram um importante marco para a
compreensdo da diversidade quimica de Piper divaricatum e reforcaram o potencial dessa

planta como fonte de substancias bioativas de interesse farmacolédgico e biotecnologico.



Tabela 3: Estruturas quimicas dos compostos previamente isolados da espécie Piper divaricatum

38

NOME ESTRUTURA QUIMICA REFERENCIA
(FORMULA MOLECULAR)
Piperlonguminina Chaves, 2008
(C17H20NO3)

Acido 5 (2’E,6’E,10°F)-3°,7°,11°,15’-
tetrametilhexadeca-2’,6",10°,14°-
tetraenil)-3,4-dihidroxi benzoico

(C27H3804)

Chaves, 2008

5-(2’E,6°Z,10’ E)-7-(hidroximetil)-
3°,11°,15’-trimetil-hexadeca-
2°,6°,10°,14’-tetraenil)-3,4-dihidroxi
benzdico

(C27H3805)

Chaves, 2008
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Cepharadiona A AVELLA, 1994
(CisH1uNOq)
y-asarona
(C12H1603) AVELLA, 1994

4-hidroxi-2,5 dimetoxialilbenzeno

(CoH1004)

AVELLA, 1994

[-sitosterol

(C29H500)

AVELLA, 1994

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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3.4. O género Fusarium

O género Fusarium pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae (SAMIKSHA; KUMAR et
al., 2022). Este género de fungos ¢ um dos mais relevantes tanto do ponto de vista agricola
quanto ambiental, pois ¢ amplamente distribuido na natureza, esta presente no solo e em
matéria organica em decomposi¢do e pode atuar como decompositor ou patogeno de
plantas. Sua importancia ¢ evidenciada pelo impacto significativo na agricultura,
causando doencas severas que comprometem a produtividade e a qualidade dos cultivos
(OKUNGBOWA ¢ SHITTU, 2012; GEISER et al., 2021; PODGORSKA-KRYSZCZUK;
SOLARSKA; KORDOWSKA-WIATER, 2022).

A atuacao de Fusarium como fitopatogeno ¢ um dos maiores desafios para a
agricultura mundial, pois diversas espécies desse género sdo responsaveis por importantes
doencgas em diferentes culturas. Entre as enfermidades mais preocupantes estd a murcha
de Fusarium, causada por Fusarium oxysporum, que atinge plantas como o tomate,
banana, algodao e leguminosas (KARLSSON, PERSSON e FRIBERG, 2021). Esse
fungo coloniza os vasos do xilema, bloqueando o transporte de agua e nutrientes,
resultando em murcha irreversivel e morte da planta. Outro problema recorrente ¢ a
podriddo e o tombamento de plantulas, frequentemente causados por espécies de
Fusarium solani e Fusarium oxysporum, que afetam sementes ¢ mudas, prejudicando o
estabelecimento das culturas (XI, et al., 2022).

No cultivo de cereais, a fusariose dos graos e espigas, provocada principalmente
por Fusarium graminearum, compromete a qualidade do trigo, milho e cevada (DEL
PONTE et al., 2022). Além da redug¢do na produtividade, essa doenga traz um risco
adicional devido a producdo de micotoxinas, como a deoxinivalenol (DON) e a
zearalenona (ZEA), que podem contaminar alimentos e ragdes, representando um perigo
para a saude humana e animal (BRYLA et al., 2022; MUNKVOLD, PROCTOR e
MORETTI, 2021). No caso da bananicultura, o mal do Panamd, causado por um
complexo de espécies de Fusarium oxysporum, dentre as quais Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (Foc), foi responsavel pela reduc¢do dos plantios da variedade Gros Michel.
Atualmente, com a presenca da raca TR4 tropical de Foc, as variedades do grupo
Cavendish que sdo resistentes a doenca, vem tendo seu cultivo ameagado em pdises

vizinhos ao Brasil, como Peru, Venezuela e Colombia. Foc coloniza as raizes das
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bananeiras, bloqueando o seu sistema vascular, levando a morte progressiva da planta
(PLOETZ, 2015).

Os prejuizos econdmicos causados por Fusarium em diferenes culturas sio
imensos, incluindo as perdas de colheitas, a contaminacao de graos, o aumento dos custos
com fungicidas e a necessidade de adocdo de medidas fitossanitdrias rigorosas
(MILANESI et al., 2013). Além disso, o impacto ambiental do uso intensivo de fungicidas
torna essencial a busca por alternativas sustentaveis. O manejo dessas doencas exige uma
abordagem integrada, combinando diferentes métodos de controle, como o cultural (uso
de rotacdo de culturas), o genético (uso de cultivares resistentes), o controle bioldgico
(com microrganismos antagonistas, como Trichoderma e Bacillus) (MARTINEZ-
SALGADO et al., 2021).

Diante da importancia ¢ da complexidade das doengas causadas por Fusarium,
fungo habitante de solo, o seu manejo eficiente desses fungos continua sendo um grande
desafio para a agricultura. A adocdo de estratégias sustentaveis e o investimento em
pesquisa sdo fundamentais para minimizar as perdas e garantir a seguranga alimentar
global. Nesse contexto, investigagdes iniciais tém demonstrado que a espécie Piper
divaricatum apresenta resisténcia e tolerancia a fungos do género Fusarium. Contudo,
investigacdes fitoquimicas dessa espécie, que podem elucidar os metabdlitos
responsaveis pela atividade evidenciada, ainda precisam ser exploradas, de modo a
contribuir para o aprimoramento das estratégias de controle da doenga (CORPES et al.,

2016).

A forte atividade antifiingica in vitro de alguns compostos isolados de P
divaricatum foi confirmada por Meireles (2014), que relatou uma inibicao de até 93,3%
do crescimento micelial de Fusarium, atribuindo esse efeito principalmente ao eugenol.
Corpes et al. (2016) destacaram a relevancia do estudo dessa espécie para o manejo da
fusariose na pimenteira-do-reino, ressaltando, contudo, a necessidade de compreender
melhor os mecanismos e metabdlitos secundarios envolvidos na resisténcia ou tolerancia

a esse fitopatogeno em espécies vegetais.

3.4.1 Fusarium kalimantanense
Pesquisas baseadas em marcadores morfoldgicos e patogénicos tém evidenciado
que o mal do Panama ou a murcha de Fusarium em variedades de bananeira no Brasil

estd etiologicamente vinculada a espécie Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)
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(PLOETZ, 2015). J4 os estudos filogenéticos demonstram a existéncia de diferentes
linhagens genéticas dentro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), levando a sua
classificagdo como parte do complexo de espécies Fusarium oxysporum (Foc)
(MARYANI et al., 2019).

Nesse contexto, uma das culturas agricolas mais prejudicadas pelos fitopatdgenos
desse complexo Foc ¢ a banana. Nos bananais, o Foc ¢ responsavel por causar a doenca
denominada mal do Panama, que provoca a murcha das plantas e pode dizimar plantacdes
inteiras (PLOETZ, 2021). A banana (Musa spp.) € a segunda fruta mais consumida no
Brasil, por isso a bananicultura desempenha um papel crucial na economia agricola do
pais. O Brasil ¢ quarto maior produtor mundial de bananas, com uma producdo de

aproximadamente 7 milhdes de toneladas em 2024 (IBGE, 2024).

No Brasil, F. kalimantanense foi associado a podridao em frutos de meldo,
destacando-se como uma importante doenca pos-colheita para muitos produtores
brasileiros (ARAUJO et al., 2021). Outros estudos mostram que esse fitopatogeno atua
como agente causador da murcha de Fusarium em bananeiras cv. Maga no Brasil, além
de estar associado aos pseudocaules de Musa acuminata var. Pisang Ambon. Os sintomas
causados por esse patogeno incluem amarelecimento das folhas mais velhas, seguido de

murcha e morte da planta (SANTOS et al., 2023a).

A Figura 4 ilustra os sintomas tipicos da murcha de Fusarium em plantas de
bananeira. Observa-se na imagem central a clorose e necrose foliar, sinais caracteristicos
da doenga em campo, que refletem a disfuncdo vascular ocasionada pelo Fusarium. O
detalhe (A) evidencia a descoloracdo escurecida e 0s anéis de necrose nos feixes
vasculares do pseudocaule, sintoma classico associado ao bloqueio do transporte de agua
e nutrientes. JA& no detalhe (B), o cortex do rizoma apresenta manchas marrons-
avermelhadas, resultantes da colonizacdo fangica e necrose vascular. Tais alteracdes
estruturais internas confirmam a presenca de Fusarium e sdo utilizadas como critério
diagnostico em experimentos de inoculacdo e avaliacdo da severidade da doenca
(SANCHEZ et al., 2021).
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Figura 4: Sintomas externos e internos da murcha de Fusarium em bananeira: necrose
vascular no pseudocaule (A) e no rizoma (B)

Fonte: Adaptado de Sanchez et al. (2021).

Dessa forma, estudos recentes investigam estratégias de manejo alternativo da
enfermidade, como o uso do controle bioldgico. Por exemplo, os compostos organicos
volateis produzidos por cepas de Bacillus demonstraram atividade antagonista contra F.
kalimantanense, inibindo o crescimento micelial do fungo e causando danos as suas
estruturas vegetativas e reprodutivas (SANTOS et al., 2023b). Nesse estudo realizado por
Santos et al. (2023b), os principais compostos organicos volateis (COVs) responsaveis
pela inibi¢do do patdégeno foram os acidos organicos de cadeia curta. Alguns compostos
emitidos pela cepa bacteriana LPPC170, como o acido butandico, o 4cido isovalérico e o
acido valérico, assim como os compostos liberados durante o co-cultivo, como o acido

acético, podem ser determinantes para a inibi¢cao do patdogeno.

Essas descobertas destacam a relevancia da busca por compostos organicos com
potencial de inibi¢do do crescimento micelial do fitopatogeno F. kalimantanense, visando
estratégias eficazes de manejo para reduzir perdas agricolas e fortalecer a seguranca

alimentar.
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3.5. Técnicas analiticas de caracterizacdo quimica de compostos organicos

A caracterizacdo quimica ¢ uma etapa essencial na pesquisa com produtos
naturais, especialmente quando se busca compreender a estrutura de metabolitos
secundarios com potencial atividade biologica. Entre as técnicas mais empregadas para
essa finalidade, destacam-se a Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia acoplada a

Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (UHPLC-HRMS).

3.5.1 Cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (UHPLC-HRMS)

A figura 5 representa um fluxo de anélise por UHPLC-QTOF/MS. O processo
comeca com a injecdo das amostras no sistema UHPLC-QTOF, que combina a separagéo
cromatografica eficiente com a aquisicdo de massas exatas em alta resolucdo. A
cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucdo (UHPLC-HRMS, Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to High
Resolution Mass Spectrometry) é uma técnica instrumental que alia a elevada eficiéncia
da separagdo cromatogréfica a sensibilidade e seletividade da espectrometria de massas,
consolidando-se como uma das metodologias mais poderosas no estudo de metabolitos

em matrizes complexas.
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Figura 5: Esquema de um sistema UHPLC-QTOF/MS
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Fonte: Yang et al, 2023.

Na etapa cromatografica, a UHPLC emprega colunas empacotadas com
particulas inferiores a 2 um, o que proporciona maior eficiéncia, resolucao e rapidez em
relacdo a HPLC convencional. Esse avanco permite a separacdo precisa de misturas
complexas em intervalos de tempo reduzidos, mantendo excelente reprodutibilidade
analitica (Zhao et al., 2018). Apds a separacao, os compostos eluidos sdo direcionados ao
espectrometro de massas, no qual sdo analisados em alta resolucéo.

A analise em tandem (MS/MS) envolve duas etapas principais: (i) a selecdo de

ions precursores formados na primeira etapa de ionizagdo e (ii) a fragmentacédo controlada
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desses ions por colisdo com um gas inerte, geralmente nitrogénio, em um processo
denominado Collision-Induced Dissociation (CID). Os fragmentos gerados produzem
espectros caracteristicos que fornecem informacges estruturais fundamentais, permitindo
inferir subestruturas quimicas e identificar grupos funcionais da molécula (ZHAO et al.,
2018). A comparacdo desses espectros de fragmentacao com bancos de dados espectrais
consolidados, como GNPS e MassBank, possibilita a identificacdo rapida e precisa de
compostos previamente descritos, além do reconhecimento de andlogos estruturais e
metabolitos relacionados (HORAI et al., 2010; WANG et al., 2016).

Nesse contexto, a espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS, High
Resolution Mass Spectrometry) exerce papel central na caracterizacdo de compostos
quimicos. Sua principal vantagem é a capacidade de medir a massa exata dos ions
detectados com precisdo da ordem de poucos ppm, o que é essencial para a determinagéo
confidvel da formula molecular dos analitos (DEHOOG; SZYMCZAK; BRIGGS, 2011).
Dentre os diferentes analisadores empregados em HRMS, destaca-se 0 de tempo de voo
(TOF, Time-of-Flight), capaz de registrar simultaneamente um amplo intervalo de massas
com alta sensibilidade e velocidade. O principio de funcionamento baseia-se no tempo de
percurso dos ions acelerados em um tubo de voo: ions mais leves chegam mais
rapidamente ao detector, enquanto ions mais pesados sao registrados mais tardiamente,
permitindo o calculo exato da razdo m/z (HOFMANN et al., 2015).

A combinacéo entre resolucdo de massa e exatiddo possibilita estabelecer, de
forma inequivoca, férmulas moleculares candidatas para cada ion observado. Esse
processo é fortalecido por regras de quimica elementar, como razdes de insaturacéo,
padrdes isotdpicos e restricdes de valéncia, que permitem excluir férmulas inviaveis. O
uso do TOF em analises MS/MS acrescenta uma dimensdo adicional: enquanto a massa
exata delimita as formulas moleculares possiveis, o0 padrdo de fragmentacdo fornece
informacdes estruturais que contribuem para a elucidacdo da arquitetura quimica das
moléculas (COOPER; WILLIAMS, 2019). Assim, a integracdo entre UHPLC e HRMS-
TOF resulta em uma ferramenta analitica robusta, apta a lidar com matrizes complexas e
a oferecer tanto separagdo cromatografica de alta eficiéncia quanto identificacdo
molecular precisa, sendo amplamente aplicado em metabolémica, descoberta de produtos
naturais e anotacdo de metabdlitos inéditos.

Além desses aspectos, destaca-se a contribuicdo da UHPLC-HRMS para a

desreplicagdo e anotagdo de metabdlitos quando associada a informacOes
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guimiotaxondmicas. Segundo Wolfender et al. (2015), a determinacdo da massa exata e
0 uso de espectros de fragmentacdo de alta resolucdo permitem propor formulas
moleculares confidveis e, em muitos casos, distinguir compostos estruturalmente
semelhantes. A integracdo de dados quimiotaxonémicos, por sua vez, aumenta a robustez
do processo de identificacdo, uma vez que muitos metabdlitos secundarios apresentam
distribuicdo caracteristica em determinados géneros ou familias. Dessa forma, a
combinagéo entre UHPLC-HRMS, massas exatas e informagdes taxondémicas constitui
uma estratégia poderosa para a caracterizagdo de metabdlitos em extratos naturais
complexos, acelerando a identificagdo de compostos bioativos e ampliando a

confiabilidade dos estudos em quimica de produtos naturais.
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Resumo
CONTEXTO: Piper divaricatum, uma espécie amplamente distribuida na Ameérica
Latina, pertence a familia Piperaceae e é conhecida por seu rico 6leo essencial e atividade
antimicrobiana documentada. Apesar de sua relevancia etnobotéanica, poucos estudos
abordaram o potencial antifungico de diferentes partes da planta e seus perfis de
metabdlitos. Este estudo teve como objetivo caracterizar a composi¢do quimica de
extratos etandlicos de folhas, caules e raizes de P. divaricatum e avaliar sua atividade
antifingica contra Fusarium kalimantanense, um fitopatdgeno emergente responsavel
pela doenca de Panama em plantacdes de banana.
RESULTADOS: A anélise por UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS identificou 23 compostos,
incluindo alquilamidas, fenois, derivados de clorofila, lipidios e monoterpenos, com 0s
extratos de raiz apresentando a maior diversidade quimica. Os ensaios de inibicdo do
crescimento micelial revelaram que o extrato da raiz apresentou a atividade antifingica
mais forte, atingindo 83,7% de inibicdo a 2,0 mg/mL, sendo comparavel ao fungicida de
referéncia  tiabendazol. Metabolitos-chave na raiz, como pelitorina, di-
hidropiperlonguminina, fagaramida, resveratrol e acidos benzoicos prenilados (acidos
caldensinico e hidroxicaldensinico), sdo conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas e provavelmente sao responsaveis pelos efeitos antifingicos observados.
CONCLUSAO: O estudo destaca o extrato da raiz de P. divaricatum como uma fonte
natural promissora de compostos antifungicos contra F. kalimantanense. Essas
descobertas apoiam a aplicacdo potencial de metabdlitos derivados de Piper na protecao
sustentavel de cultivos, contribuindo para o desenvolvimento de biopesticidas

ecologicamente corretos e estratégias de manejo integrado para doencas flngicas.

Palavras-chave: Atividade antifngica; controle bioldgico; biopesticidas; piperamidas;

mal-do-Panama.
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1 INTRODUCAO

A familia Piperaceae compreende um grupo de plantas aromaticas amplamente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo todo. Essa familia inclui cinco
géneros com aproximadamente 2200 espécies reconhecidas, abrangendo ervas, lianas,
arbustos e arvores. Dentre elas, o género Piper € o maior, com cerca de 700 espécies.
Muitas dessas espécies sdo plantas medicinais nativas da América Latina, exibindo um
amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes,
antitumorais, antidiarreicas, anti-inflamatorias, anti-hipertensivas, hepatoprotetoras,
antimalaricas, analgésicas, antibacterianas e antifungicast3. Além de 6leos volateis
complexos e uma grande variedade de metabolitos secundarios com atividades
inseticidas, acaricidas, repelentes e antialimentares relatadas, as espécies do género Piper
tém atraido crescente interesse cientifico devido ao seu potencial antifungico. Tais
propriedades séo particularmente relevantes no desenvolvimento de alternativas naturais
para o controle de patdgenos de plantas, incluindo fungos do género Fusarium*®.

Os fungos patogénicos de plantas representam uma grande ameaca a seguranca
alimentar e a economia global, reduzindo anualmente tanto a produtividade quanto a
qualidade de culturas essenciais. Entre eles, 0 género Fusarium se destaca como um dos
grupos de fungos mais destrutivos, compreendendo pelo menos 300 espécies
filogeneticamente identificadas. Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) é um patégeno
de plantas transmitido pelo solo que prospera em diversos ecossistemas em varias regides
geogréficas. Foc pertence ao complexo de espécies Fusarium oxysporum (Foc), no qual
a espécie Fusarium kalimantanense representa um novo grupo dentro de Foc. Essa
espécie infecta plantas em todos os estagios de crescimento, persiste por longos periodos
em restos vegetais e é responsavel pela murcha vascular e podriddo radicular em inimeros
hospedeiros. Os sintomas da infeccdo incluem crescimento atrofiado, clorose foliar,
murcha, descoloragdo vascular e, por fim, morte da planta'®3,

O controle quimico de doencas de plantas causadas por fungos, embora eficaz
na mitigacao de efeitos negativos, nem sempre € ideal para aplicacdes em campo. O uso
excessivo e inadequado de fungicidas sintéticos representa riscos significativos para a
salde humana e animal, bem como para 0 meio ambiente, suscitando preocupagdes
globais. Consequentemente, extensas pesquisas tém sido conduzidas para desenvolver
fungicidas ambientalmente seguros e facilmente biodegradaveis'.

Os produtos naturais sdo particularmente vantajosos por serem altamente

especificos, atuando sobre um leque restrito de patégenos com modos de agdo definidos.
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Outras caracteristicas benéficas incluem baixa toxicidade para microrganismos benéficos,
persisténcia limitada no campo, tempos de degradacdo mais curtos e seguranca geral para
humanos e meio ambiente quando comparados a pesticidas quimicos sintéticos
convencionais'®. Nesse contexto, materiais derivados de plantas, como extratos, 6leos
essenciais, gomas, resinas e metabdlitos secundarios isolados, demonstraram atividade
bioldgica significativa contra patdgenos fangicos de plantas em estudos in vitro e in vivo.
Esses produtos naturais funcionam como agentes fungicidas alternativos promissores,
oferecendo alta aceitabilidade ecoldgica e riscos reduzidos para os ecossistemas'> 8,

Piper divaricatum é conhecida por sua raiz aromatica com um forte sabor
semelhante ao do gengibre e é amplamente distribuida por toda a América Latina.
Pertence ao género mais representativo da familia Piperaceae, reconhecido por seu alto
rendimento de 6leo essencial e notaveis propriedades antifingicas, antioxidantes e anti-
inflamatdrias. No entanto, poucos estudos exploraram o potencial biolégico desta planta,
com a maioria das pesquisas focando em seu 6leo essencial. Investigacdes sobre o 6leo
essencial de P. divaricatum revelaram atividades anestésicas, biocidas (antialimentares e
fitotoxicas), alelopaticas e antifingicas. Além disso, varios compostos importantes
identificados no Oleo essencial desta espécie exibem atividade antioxidante e
demonstraram inibir a acetilcolinesterase 12 1920,

Apesar das excelentes propriedades demonstradas pelo 6leo essencial e seus
constituintes em P. divaricatum, poucos estudos investigaram diferentes métodos de
extracdo aplicados a varias partes da planta, a composi¢do fitoquimica dos extratos
resultantes e 0s compostos que podem apresentar atividades bioldgicas promissoras.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo obter extratos das raizes, caules e folhas
de P. divaricatum, analisar sua composi¢cdo quimica e avaliar sua atividade antifingica

contra o fitopatdégeno Fusarium kalimantanense.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram acetonitrila (pureza > 99,9%) obtida da Tedia
(Fairfield, OH, EUA), metanol (pureza > 99,9%) da Lichrosolv Merck (Darmstadt,
Alemanha), agua ultrapura de um sistema Milli-Q (Séo Paulo, Brasil) e etanol absoluto
P.A. (pureza > 99,5%) da Neon (Suzano, Brasil).

2.2 Material vegetal

O material botanico de Piper divaricatum foi coletado em novembro de 2023 em
seu habitat natural nas instalages da Embrapa Amazoénia Oriental (Belém, Para, Brasil),
nas seguintes coordenadas: 1°26'11,52"” S e 48°26'35,50” O. A planta foi autenticada por
um botanico e um espécime testemunho (n° 204450) foi depositado no Herbario Instituto
Agrondmico do Norte (IAN) da Embrapa Amazonia Oriental.

As plantas foram separadas em trés partes (folhas, caules e raizes), secas em estufa
de circulacéo de ar a 45 °C por 10 dias e moidas em um moinho de facas tipo Willey
equipado com uma peneira de aco inoxidavel de 20 mesh (0,85 mm). As amostras em po

foram armazenadas em sacos de polietileno selados a 25 °C.

2.3 Preparacéo dos extratos

Os extratos foram preparados utilizando 13 g de cada parte da planta e 130 mL de
etanol a 70% por maceracdo durante 7 dias em agitador orbital. Apo6s esse periodo, o
etanol foi removido por evaporacao rotativa. A solugcdo aquosa restante foi suplementada
com 50 mL de agua e particionada trés vezes com porcoes de 30 mL de acetato de etila.
A fase orgénica foi combinada, tratada com sulfato de sodio anidro e seca sob presséo
reduzida em um evaporador rotativo, resultando nas fracbes PDVR (raiz), PDVF (folha)
e PDVC (caule).

2.4 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada & Espectrometria de Massa
de Alta Resolu¢édo (UHPLC-HRMS)

A composicdo quimica dos extratos de P. divaricatum (folhas, caule e raizes) foi
determinada por UHPLC-HRMS, com base no método previamente descrito por Lopes
et al. (2018) 2 com modifica¢des. Aproximadamente 4 mg de extrato foram dissolvidos
em 1 mL de metanol/agua (50:50, v/v). A solucdo foi filtrada através de um filtro de PTFE
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de 0,22 um (Nova Analitica, Sdo Paulo, Brasil), transferida para vials e analisadas.

As analises foram realizadas utilizando um sistema Acquity UHPLC (Waters)
acoplado a um espectrémetro de massas de tempo de voo quadrupolo com ionizagao por
eletrospray (UHPLC-ESI-QTOF/MS, Waters). A separacdo cromatogréfica foi realizada
em uma coluna Waters Acquity BEH C18 (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um) a 50 °C. Uma
aliquota de 5 pL de cada extrato foi eluida com uma fase mdvel composta por agua
deionizada (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de &cido férmico, sob o seguinte
gradiente: 1-50% B (0—8 min), 98% B (8,1-12,0 min), 98% B (12,1-13,5 min), 1% B
(13,6-15,0 min), a uma vazéo de 0,5 mL.min"".

A ionizacéo foi realizada no modo ESI positivo, com dados adquiridos na faixa
de 110-1180 Da. Os parametros instrumentais otimizados foram os seguintes: tensao
capilar de 3,2 kV, tensdo do cone de 40 V, temperatura da fonte de 125 °C, temperatura
de dessolvatacdo de 250 °C e fluxo de gas de dessolvatacdo de 600 L.h. O sistema foi
controlado pelo software MassLynx 2.0 (Waters Corporation). A caracterizacdo dos
compostos foi baseada em formulas moleculares geradas e analisadas pelo software
MassLynx 4.2 (erro <5 ppm), ajuste isotdpico (i-fit), padrdes de fragmentacdo de MS/MS
e levantamentos quimiotaxondmicos para o0 género Piper utilizando o banco de dados
SciFinder.

2.5 Coleta e identificacdo das cepas fungicas

A cepa de Fusarium kalimantanense (LPPC130) utilizada neste estudo foi isolada
de bananeiras (Musa spp.) que apresentavam sintomas de murcha de Fusarium ou mal-
do-Panama na Embrapa Roraima (02°45'26,89" N; 60°43'52,78" O), estado de Roraima,
Brasil, em 2016. O acesso ao patrimdnio genético foi registrado no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob
0 numero A974700. A identificacdo taxonémica foi baseada em caracteristicas

morfoldgicas e moleculares, conforme descrito por Santos et al. (2023)2L.

2.6 Ensaios de atividade antifungica

A atividade antifngica dos extratos de Piper divaricatum foi avaliada utilizando
0 método de inibi¢do do crescimento micelial em meio sélido, conforme descrito por
Mohammedi e Atik (2013)*, com adaptagdes.

Inicialmente, os extratos brutos obtidos das folhas, caules e raizes foram

ressuspensos em Dimetilsulfoxido (DMSO) para os ensaios bioldgicos. A cepa do fungo
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fitopatogénico Fusarium kalimantanense foi cultivada em agar dextrose de batata (BDA,
Kasvi®) por seis dias a uma temperatura controlada de 25 + 2 °C e um fotoperiodo de 12
horas.

Os bioensaios foram conduzidos em placas de cultura de 12 pocos (Kasvi®), as
quais foram adicionados 0s seguintes tratamentos: extratos brutos de folhas, caules e
raizes nas concentracdes de 0,05; 0,10; 0,50; 1,0; e 2,0 mg.mL™'. Os extratos vegetais
ressuspendidos em DMSO foram incorporados ao meio de cultura liquido antes da sua
solidificacao.

Os controles utilizados foram DMSO (controle negativo), um fungicida comercial
a base de tiabendazol (controle positivo) e meio com BDA puro com o fungo (controle
de crescimento). Discos de micélio com 3 mm de didmetro foram removidos da borda
ativa das colonias de F. kalimantanense e inoculados no centro de cada pogo contendo 0s
diferentes tratamentos.

As placas foram incubadas sob as mesmas condi¢bes de temperatura e
fotoperiodo, e o crescimento micelial foi medido diariamente (a cada 24 horas) em
milimetros usando um paquimetro digital até que o controle de crescimento atingisse o
diametro total da placa.

Cada tratamento foi realizado com trés repeticbes. A eficacia antifingica foi
expressa como a porcentagem média de inibicdo do crescimento micelial (£ desvio
padréo), calculada em relagdo ao controle de crescimento.

A eficécia in vitro dos tratamentos fungicidas foi determinada por meio do célculo
da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial. O calculo foi realizado utilizando a
formula:

% de Inibicdo=[ (C — T) /C]x 100

onde 'C' representa a média da area da col6nia fungica no tratamento controle (sem
fungicida) e 'T' representa a média da area da coldnia no tratamento correspondente com
0 extrato. A inibi¢do foi avaliada apds um periodo de incubacao de dois dias, permitindo

a quantificacdo do efeito de cada concentracdo do produto sobre o isolado fangico.

2.7 Analises estatistica
Os dados de inibicdo do crescimento micelial foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as diferencas entre as medias dos tratamentos foram determinadas

pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p <
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0,05). Todas as analises estatisticas e representac@es graficas foram realizadas utilizando
o software GraphPad Prism (versdo 10.6.1, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3. RESULTADOS
3.1 Perfil metabolémico e identificacdo de compostos em Piper divaricatum via
UHPLC-HRMS

Os cromatogramas UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS (Figura 1) dos extratos de P.
divaricatum exibiram 23 picos, com 21 compostos caracterizados com base em formulas
moleculares e fragmentos MS/MS consistentes com registros anteriores em espécies do
género Piper. A analise metabol6mica revelou uma gama diversificada de metabdlitos
secundarios, compreendendo dez alquilamidas (2, 3, 5, 8, 11, 14, 15, 17, 19 e 23), quatro
compostos fendlicos (4, 6, 12 e 13), quatro derivados de clorofila (18, 20-22), um
gliceridio (7), um monoterpenoide (1), um éster (10), além de dois compostos

desconhecidos (Tabela 1).

Figura 1. Cromatograma UPLC-ESI-QTOF-MS/MS de extratos de diferentes partes de
Piper divaricatum. a) Raiz; b) Caule; c) Folhas
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Tabela 1: Caracterizacdo quimica dos extratos da raiz (R), caule (C) e folhas (F) de Piper divaricatum com base em analises UPLC-HRMS
realizadas no modo de ionizacdo por eletrospray positivo

Pico TR [M+H]* [M+H]*  Fragmentos Formula Erro Composto Cl* R! cz P Ref.
(min)  Obs. m/z Cal. m/z MS? m/z Molecular (ppm)
179, 161, 135, Luna et al.
1 4.45 197,1184  197,1178 133, 107 C11H1603 3,0 Loliolida 2 - - X 2024
2 7.37 248,1293  248,1287 175, 145 C14sH17NO3 2,4 Fagaramida 2 X - - Jayaprakash
et al, 2022
3 8.28 276,1609 276,1605 173, 145,135 CisH21NOs 3,3 Vargas-
Dihidropiperlonguminina 2 X - - Huertasetal.,
2023
4 8.37 301,0720 301,0726 286 C16H1206 2,7 Eter 4'-metilescutelareina 2 - - X Sruthi et al,
2024
5 8.49  196,1705 196,1701 123 C12H21NO 2,0 N-isobutiloctadienamida 2 X X Jayaprakash
et al, 2022
6 8.81 473,2539  473,2539 455, 437 C,7H3607 0,8 Acido hidroxi-caldensinico 2 X - - Flores et al,
2009
7 9.19 353,2695  353,2693 261, 243,109, C21H3:04 0,8 Monolinolenina 2 - - X Luna et al.
95, 81 2024
8 9.24 302,1760  302,1756 229, 135 CisH23NO3 1,3 Futoamida 2,4 X - - Luca et al.
2021
9 9.44 316,3214  316,3216 298, 167 C19H4NO; -0,6 Desconhecido 4 X X X -
10 9.81 261,1138 261,1127 229, 135 Ci15H1604 4,2 Metil-7-(Benzo[d][1,3]dioxol-5- 2 X - - Gaiaetal.,
il) hepta-2,4-dienoato 2021
11 9.90 224,2012 224,2014 151, 133 Cu4H2sNO -1,8 Pelitorina 2 X X - Luca et al.
2021
12 10.17 457,2604  457,2604 439, 421 C,7H3606 3,7 Acido Caldensinico 2 X - - Freitas et al.,

2009
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13 10.27  229,0872  229,0865 211, 135 C14H1204 3,5 Resveratrol Feng et al,
2020
168, 151, 133, Shi etal, 2017
14 10.34 238,2171 238,2171 123, CisH27NO 0,0 Homopelitorina Toussirot et
119, 109 al., 2022
15 10.87 252,2329  252,2327 179, 151 C1sH2oNO 0,2 Isobutil-dodecadienamida Luca et al.
2021
16 11.38 425,2154  425,2175 185,129, 111  CH3:0sg -4.9 Desconhecido -
17 11.81 412,2842  412,2852 339, 311, 161, CzH37NO3 -2,4 Braquistamida B Lucaetal.
135 2021
18 1232 593,2736 593,2751 533 CssH3sN4O -2,5 Feoforbideo A Breaud et al,
5 2021
19 12.36  308,2948 308,2953 184, 168, 154, CyH3sNO -1,6 N-Isobutilhexadecadienamida Zhang et al,
122 2024
20 1249 607,2915 607,2915 533 CssH3sN4O -0,2 Derivado de Feoforbideo A Breaud et al,
5 2021
21 13.13 621,3066 621,3066 561 C37H4N4O 0,3 Feoforbideo + CH,CH> Breaud et al,
5 2021
22 13.30 635,3232 635,3233 621, 561 CsgH4N4O -0,2 Derivado de Feoforbideo + Breaud et al,
5 CH,CH> 2021
23 13.42  338,3426  338,3423 321, 135 C22HisNO 0,9 13-Docosenamida Luna et al.
2024

* Tipo de identificagdo: 1 - Espécie; 2 - Género; 3 - Familia; 4 - MS e MS/MS a partir de dados da literatura. Correlagdo em extratos por R, Raizes, C, Caule e F, Folha.

Fonte: Elaboracéo propria do autor, 2025.
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3.2 Inibicéo do crescimento fangico

A avaliacdo da atividade antifungica dos extratos de diferentes partes da planta
Piper divaricatum contra Fusarium kalimantanense revelou diferengcas marcantes
(Figura 2).

Figura 2. Atividade antifungica dos extratos de Piper divaricatum contra Fusarium

kalimatanense.
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* O ensaio de inibicdo do crescimento micelial avaliou extratos de raiz (R), caule (S) e folha (L) (1-5: 0,05
- 2,0 mg/mL). Controles: C1 (meio BDA puro + fungo, controle de crescimento), C2 (DMSO, controle
negativo) e C3 (fungicida a base de tiabendazol, controle positivo). Todos os tratamentos e controles foram
realizados com trés réplicas.

Fonte : Elaborado pelo autor, 2025.

O potencial antifungico dos extratos de P. divaricatum foi avaliado contra
Fusarium kalimantanense por meio da inibigdo do crescimento micelial. Os extratos
brutos obtidos das folhas, caules e raizes apresentaram graus variaveis de atividade,
dependendo da concentracdo aplicada. Como mostrado na Tabela 2, o extrato da raiz
demonstrou o efeito inibitério mais pronunciado, atingindo 83,74 + 0,79% de inibicdo a
2,0 mg.mL™, enquanto os extratos das folhas e caules apresentaram eficacia moderada,
com valores maximos de 48,69 + 1,72% e 40,27 + 2,02%, respectivamente. Nenhuma
inibicdo foi observada para o controle negativo (DMSQ) assim como para o0 contole de
crescimento (BDA pura mais fungo), enquanto o controle positivo (fungicida a base de
tiabendazol) suprimiu completamente o crescimento fungico. Dessa forma, o extrato da

raiz apresentou um ICsg de aproximadamente 0,10 mg/mL.
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Tabela 2. Eficacia (média + desvio padrdo) dos extratos brutos de Piper divaricatum
contra Fusarium kalimatanense

Concentracao % Inhibition

(mg/mL) Folhas Caule Raizes

2 48,69 (+ 1,72)"% 40,27 (+2,02)"° 83,74 (+ 0,79)°

1 26,19 (+ 1,03)B2 40,00 (= 1,56)*° 73,00 (+ 2,54)B¢

0,50 20,91 (+ 2,46)¢? 31,66 (+ 0,82)B° 60,30 (+ 1,21)°°

0,10 0,00 (+ 0,00)"? 34,18 (+5,64)°" 48,27 (+ 2,08)"°

0,05 0,00 (+ 0,00)P2 0,00 (+ 0,00)°2 38,29 (+ 0,35)E

Controle Negativo 0,00 (+ 0,00)"? 0,00 (+ 0,00)° 0,00 (+ 0,00)™
Controle Positivo 100,00 (+ 0,00)E 18%3%? 18%8?(39

As letras mailsculas indicam comparagdes das médias nas colunas e as letras minudsculas indicam
comparacOes das médias nas linhas. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes (P <
0,05). O tratamento e o controle tiveram uma repeti¢do com trés réplicas cada.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

A andlise estatistica confirmou diferencas significativas entre os tratamentos
com extratos de caule e raiz em relagcdo ao controle negativo (DMSO) e ao BDA puro
com o fungo. Além disso, nas concentragfes mais elevadas, o efeito do extrato de raiz foi
significativo, destacando seu potencial como uma alternativa biotecnoldgica para o
controle da murcha de Fusarium.

Esses resultados reforcam estudos anteriores sobre o género Piper, nos quais
compostos como amidas, flavonoides e fendlicos foram associados a atividade
antimicrobiana. A predominancia da atividade antifingica no extrato de raiz sugere que

essa parte da planta concentra um teor mais elevado desses metabdlitos secundarios.
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4 DISCUSSAO

4.1 Piperamidas

As amidas constituiram a classe predominante nos extratos, corroborando
achados anteriores para espécies do género Piper. Entre os compostos identificados,
distinguiram-se diferentes classes de piperamidas. As piperamidas do tipo B incluiram a
fagaramida (2) com m/z 248.1293, a diidropiperlonguminina (3) com m/z 276.1609, a
futoamida (8) com m/z 302.1760, a braquistamida B (17) com m/z 412.2842 e a N-
isobutilhexadecadienamida (19) com m/z 308.2948. Compostos como a N-
isobutiloctadienamida (5) com m/z 196.1705, a pelitorina (11) com m/z 224.2012, a
homopelitorina (14) com m/z 238.2171 e a N-isobutildodecadienamida (15) com m/z
252.2329 foram classificados como piperamidas do tipo C. Por fim, a 13-docosenamida
(23), com m/z 338.3426, foi categorizada como do tipo O.

Esses compostos apresentaram padrdes de fragmentacdo caracteristicos, com
perdas sucessivas de grupos alquila e sinais diagnosticos em m/z 135, 145, 161 e 173,
compativeis com o perfil tipico de clivagem da ligagdo amida. fons diagnosticos dessa
natureza sdo amplamente relatados para piperamidas e refletem tanto a estabilidade do
anel aromadtico quanto a fragmentacgado das cadeias alifaticas® 2.

Esses resultados estdo em consonancia com relatos anteriores para espécies de
Piper, nas quais as amidas sdo descritas como a classe predominante de substancias em
seus extratos. As piperamidas, metabdlitos secundarios caracteristicos desse género,
apresentam notavel diversidade estrutural e funcional. Para facilitar sua anédlise e
identificacdo, diversos estudos tém proposto classificacBes baseadas em grupos
estruturais e em fragmentos diagnosticos obtidos por espectrometria de massas® 2.

De acordo com Li et al.?*, os alcaloides amidicos isolados de Piper longum
podem ser agrupados em quatro classes principais (A-D), definidas pela natureza dos
substituintes presentes na por¢do aromatica (Ri) e no grupo amina (R2). Posteriormente,
Luca et al.?® ampliaram essa classificagdo para incluir dois grupos adicionais (E ¢ O),
totalizando seis classes de piperamidas.

As piperamidas do tipo A caracterizam-se pela presenca de um grupo
benzodioxol em Ri e de uma unidade piperidinica em R.. As piperamidas do tipo B
também apresentam um grupo benzodioxol em Ri, porém com substituicdo por
isobutilamina em Rz. No tipo C, ha uma cadeia alifatica em R: e isobutilamina em R,

enquanto no tipo D a cadeia alifatica permanece em Ri, mas o grupo terminal em Rz € a
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piperidina. O tipo E compreende estruturas que apresentam o grupo benzodioxol em Ri e
pirrolidina em Rz. Por fim, o tipo O abrange uma diversidade estrutural mais ampla,
incluindo lactamas (por exemplo, piperolactama C) e compostos com esqueletos distintos,
como a piperlongumina®. Essa classificacdo estrutural ndo apenas facilita a organizacao
e a identificacdo das piperamidas, mas também orienta estudos quimiotaxonémicos e
investigacdes acerca das correlagcdes com atividades bioldgicas.

Nesse contexto, diversas piperamidas foram identificadas nos extratos de Piper
divaricatum, corroborando registros anteriores em diferentes espécies do género. A
fagaramida (2) foi previamente descrita em Piper arboreum e P. tuberculatum?,
apresentando atividade antimicrobiana, incluindo efeitos inibitérios contra fungos
filamentosos. A diidropiperlonguminina, relatada em P. nigrum?®, também demonstrou
atividade antifungica em ensaios in vitro, além de propriedades antibacterianas.

As N-isobutilamidas alifaticas, como a N-isobutiloctadienamida (5), a N-
isobutildodecadienamida (15) e a N-isobutilhexadecadienamida (19), foram registradas
em P. nigrum e P. retrofractum??’. Esses compostos tém sido consistentemente
associados a atividades antimicrobianas, incluindo efeitos antifingicos, sugerindo um
papel relevante dessas moléculas na defesa quimica das espécies.

A futoamida (8) e a pelitorina (11) foram relatadas em P. nigrum?s, sendo a
pelitorina particularmente conhecida por seu amplo espectro de atividades bioldgicas,
incluindo efeitos antifungicos contra Candida albicans e fungos filamentosos, além de
atividade inseticida. De modo semelhante, a homopelitorina, identificada em P. nigrum?°,
compartilha esse perfil antimicrobiano, embora menos estudos tenham abordado
especificamente sua acao antifangica.

A braquistamida B (17), também registrada em P. nigrum?s, integra o grupo de
piperamidas descritas como detentoras de potencial antimicrobiano, incluindo atividade
antifingica em diferentes ensaios experimentais. Por fim, a 13-docosenamida (23),
identificada em P. divaricatum e P. aduncum?®, representa uma amida lipofilica de cadeia
longa que, embora menos estudada individualmente, ja foi associada a efeitos
antimicrobianos em extratos complexos, incluindo atividade contra fungos.

Em conjunto, os compostos identificados compartilham tanto sua ocorréncia em
diferentes espécies de Piper quanto sua associacdo com atividades antimicrobianas,
especialmente efeitos antifungicos, reforcando, assim, a relevancia desse grupo de

metabolitos no contexto ecologico e farmacologico do género.
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4.2 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos identificados nos extratos de Piper divaricatum
incluiram estilbenos, flavonoides e derivados prenilados de &cido benzdico, classes
amplamente reconhecidas por suas propriedades bioldgicas. O estilbeno resveratrol (13),
m/z 229.0872, apresentou fragmentos caracteristicos em m/z 211 e 135, resultantes de
rearranjos envolvendo a clivagem do anel aromatico e a perda de grupo hidroxila, um
padrdo diagnostico tipico de estilbenos. O resveratrol (13), previamente relatado em P.
divaricatum?, ¢ extensivamente documentado por sua atividade antimicrobiana,
incluindo efeitos antifungicos contra espécies de Candida e fungos filamentosos,
reforcando seu potencial farmacolégico.

O flavonoide 4'-metilescutelareina (4), m/z 301.0720, identificado em folhas de
P. divaricatum?®, produziu um fragmento em m/z 286, correspondente a perda de um
grupo metila, um ion diagnostico caracteristico de flavonoides metoxilados. Flavonoides
dessa classe tém sido associados a atividade antimicrobiana de amplo espectro, incluindo
a inibicdo do crescimento fungico, o que estd em consonancia com o papel ecologico e
farmacologico desses metabolitos em Piper.

Entre os derivados prenilados de &cido benzoico, destacaram-se o &cido
hidroxicaldensinico (6), m/z 473.2539, e o 4cido caldensinico (12), m/z 457.2604, ambos
previamente relatados em P. caldense®' 32, Esses compostos apresentaram ions fragmento
em m/z 455 e 437 para o primeiro, e em m/z 439 e 421 para o0 segundo, atribuidos a perdas
sequenciais de grupos prenila e hidroxila, constituindo ions diagndsticos de &cidos
benzoicos prenilados. Vale ressaltar que dois analogos dessa classe ja haviam sido
descritos em P. divaricatum, evidenciando a importancia quimiotaxonémica desse grupo
dentro do género®. Ademais, estudos demonstraram que tais derivados possuem
significativa atividade antimicrobiana, incluindo efeitos antifingicos contra patdgenos
agricolas e clinicos, ressaltando sua relevancia tanto como marcadores quimicos quanto
como potenciais moléculas bioativas.

De modo geral, os compostos fenodlicos identificados — representando
estilbenos, flavonoides e derivados de acido benzbico — ndo apenas demonstram
ocorréncia recorrente em espécies de Piper, mas também compartilham atividade
antimicrobiana documentada, especialmente efeitos antifungicos. Essa diversidade
estrutural e funcional reforca o papel ecoldgico desses metabdlitos na defesa quimica das

plantas e seu potencial de aplicacdo em pesquisas farmacoldgicas e agronémicas.
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4.3 Ester

O composto (10) apresentou um pico de ion quase molecular em m/z 261.1138,
compativel com a formula molecular CisHi60s, sendo, portanto, identificado como o éster
metilico metil 7-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il) hepta-2,4-dienoato. Esse metabdlito havia
sido previamente relatado em Macropiper excelsum?* e Piper permucronatum, espécie na
qual varia¢@es ontogenéticas na composi¢do quimica revelaram a ocorréncia de diferentes
classes de metabdlitos ao longo do desenvolvimento, incluindo ésteres de cadeia longa e
outros derivados fenolicos?®.

Esses achados reforgcam a ampla plasticidade metabdlica do género Piper, no
qual compostos derivados de fenilpropanoides e seus respectivos derivados, como metil
7-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il) hepta-2,4-dienoato, desempenham papéis relevantes na
defesa quimica contra herbivoros, bem como em interagdes ecoldgicas mais complexas.
Considerando que compostos contendo o nucleo benzodioxol e insaturacdes conjugadas
tém sido associados a propriedades antimicrobianas e antifangicas em diferentes espécies
de Piper, a presenca desse éster sugere uma possivel contribuicdo para a atividade
antifungica observada em extratos da familia, reforcando sua importancia ndo apenas
como marcador quimico, mas também como candidato promissor para futuras

investigacdes biofarmacoldgicas.

4.4 Monoterpenos

A loliolida (1) apresentou um ion molecular protonado [M+H]* em m/z
197.1184, além de ions fragmentos em m/z 161 e 135, compativeis com a abertura do anel
lactonico e subsequente rearranjo oxidativo®. A loliolida ¢ um composto sinalizador
universal produzido e liberado por plantas sob estresses bidticos e abidticos,
principalmente pelas raizes, desencadeando a biossintese de metabolitos de defesa
especificos de cada espécie (por exemplo, acidos fendlicos, flavonoides, terpenoides e

alcaloides), de maneira analoga ao acido jasmonico*.

4.5 Derivados lipidicos

A monolinolenina (7) apresentou um ion precursor em m/z 353.2695, sendo
caracterizada predominantemente em folhas. Seu padrao de fragmentacao revelou ions de
baixa massa em m/z 109, 95 e 81, sugerindo clivagem de cadeias acila insaturadas. Esses
resultados sdo consistentes com os perfis lipidicos relatados em outros representantes do

género®,.
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4.6 Derivados da clorofila

Compostos de feoforbideos - feoforbideo A (18), m/z 593.2736, e seus derivados
em m/z 607.2915 (20), 621.3066 (21) e 635.3232 (22) - foram encontrados principalmente
nos extratos foliares. fons de fragmentac&o em m/z 561 e 533 indicaram perda sequencial
de grupos metila e de cadeias laterais da porfirina. Esses padrfes sdo consistentes com

processos de degradacéo da clorofila previamente descritos em matrizes vegetais.

4.7 Compostos néo identificados

Os picos em m/z 316.3214 (9) e 425.2154 (16) ndo puderam ser identificados,
mas suas formulas moleculares foram determinadas como CisHsiNO: e C22H320s,
respectivamente. Além disso, seus perfis de fragmentacdo foram sugestivos de estruturas
de amidas alifaticas e de compostos fendlicos complexos. Esses achados ressaltam a
necessidade de analises complementares utilizando técnicas de isolamento e RMN, uma

vez que podem representar metabdlitos ainda ndo descritos em Piper.

4.8 Atividade antifingica de Piper divaricatum

A avaliacdo antifungica dos extratos de Piper divaricatum revelou uma relagédo
clara entre o tipo de extrato, a concentracdo e o potencial inibitorio contra Fusarium
kalimantanense. Conforme apresentado na Tabela 2, todos os extratos brutos exibiram
atividade dependente da concentracdo, sendo o extrato de raiz aquele que apresentou, de
forma consistente, 0s maiores percentuais de inibicdo. Na concentracdo maxima testada
(2,0 mg.mL™"), o extrato de raiz inibiu 83,74% do crescimento micelial, superando
significativamente os extratos de folha (48,69%) e caule (40,27%) (P < 0,05). Esse achado
indica que os metabolitos bioativos responsaveis pela atividade antifingica sdo mais
abundantes ou mais potentes nos tecidos radiculares.

A diminuicdo progressiva da inibicio com a diluicio demonstra um
comportamento dose-dependente, sugerindo que concentracdes mais elevadas dos
compostos ativos sdo necessarias para alcancar uma supressao substancial do
crescimento. A auséncia de efeito inibitdério nos controles confirma que a atividade
observada é intrinseca aos extratos vegetais e ndo resulta de interferéncia do solvente.
Esses resultados estdo de acordo com o potencial antifingico amplamente estabelecido

para 0 género Piper, historicamente associado & presenca de alcaloides amidicos,
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compostos fendlicos e outros metabo6litos secundarios com propriedades de
desestabilizacdo de membranas e inibicdo enzimatica.

Os resultados corroboram relatos anteriores que descrevem espécies de Piper
como fontes ricas em metabolitos secundérios com potencial antimicrobiano, refor¢cando
P. divaricatum como uma candidata promissora para o desenvolvimento de agentes

antifngicos naturais.

4.9 Andlise comparativa do perfil quimico de extratos de Piper divaricatum

A analise por UHPLC-HRMS dos extratos etandlicos das raizes, caules e folhas
de Piper divaricatum revelou um perfil quimico distinto e especifico para cada tecido,
totalizando 23 compostos identificados ou parcialmente caracterizados.

O extrato das raizes apresentou o perfil mais diverso, com 14 compostos. Esse
tecido foi marcado pela predominancia de amidas de acidos graxos, incluindo N-
isobutyloctadienamida (5), futoamida (8), pelitorina (11), homopelitorina (14),
braquistamida B (17) e N-isobutilhexadecadienamida (19). Além disso, dois derivados
prenilados — &cido hidroxicaldensinico (6) e acido caldensinico (12) — foram detectados
exclusivamente nesse extrato, juntamente com diidropiperlonguminina (3) e o estilbeno
resveratrol (13). A ocorréncia desses compostos especializados € compativel com o papel
ecologico do sistema radicular como interface de defesa no ambiente do solo.

O extrato do caule exibiu um perfil menos complexo, composto por 8
substancias. Esse tecido compartilhou algumas amidas presentes nas raizes, como
pelitorina (11), homopelitorina (14) e N-isobutilhexadecadienamida (19). Entretanto,
distinguiu-se pela deteccdo exclusiva da 13-docosenamida (23) e pela presenca de
derivados de feoforbideo A (picos 18 e 21), sugerindo associacdo com componentes
estruturais e/ou metabolitos relacionados a senescéncia celular.

O extrato das folhas, por sua vez, apresentou um perfil qualitativamente distinto,
formado por 7 compostos, refletindo seu metabolismo fotossintético ativo. Esse tecido foi
caracterizado pela presenca exclusiva de metabdlitos oxidados, como a lactona loliolida
(1), o flavonoide metilado escutelareina 4’-metil éter (4) e o glicerideo monolinolenina
(7). Assim como no caule, derivados de feoforbideo A (picos 18 e 21) foram detectados,
compostos comumente associados a degradacéo de clorofila.

Alguns metabdlitos, como uma amida nédo identificada (pico 9) e outro composto
ndo identificado (pico 16), foram detectados em todos os extratos, sugerindo que

representam constituintes centrais do metabolismo secundario da espécie. Em contraste,
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a N-isobutiloctadienamida (5) foi observada apenas nas raizes e no caule, estando ausente
nas folhas.

Em sintese, os resultados evidenciam uma clara compartimentalizacdo dos
metabdlitos especializados em Piper divaricatum. As raizes se destacam como o principal
sitio de biossintese de amidas bioativas e derivados prenilados, enquanto as folhas
acumulam metabdlitos tipicamente associados ao metabolismo primario e a fotossintese.
O caule apresenta um perfil intermediario, compartilhando caracteristicas quimicas com
ambos os tecidos. Essa variacdo especifica entre 6rgdos é fundamental para orientar a
escolha do tecido vegetal mais adequado em estudos farmacologicos ou de bioprospecgédo

voltados a classes quimicas especificas®.

4.10 Possiveis compostos contribuintes para a atividade antifungica do extrato da
raiz de Piper divaricatum

Com base em relatos anteriores sobre a atividade antifingica dos compostos
identificados, é possivel inferir que a atividade observada no extrato das raizes de P.
divaricatum decorre, sobretudo, da contribuicdo conjunta de piperamides e compostos
fendlicos. Entre as amidas, destacam-se fagaramida (2) e dihidropiperlonguminina (3),
ambas previamente documentadas por sua acdo antimicrobiana e por seus efeitos
inibitorios contra fungos filamentosos?2%. De modo semelhante, as N-isobutilamidas
alifdticas — N-isobutiloctadienamida (5), N-isobutildodecadienamida (15) e N-
isobutilhexadecadienamida (19) — tém sido consistentemente associadas a atividade
antifingica em diferentes espécies de Piper %', sugerindo um papel relevante como
metabolitos de defesa.

Outras piperamides, como futoamida (8), pelitorina (11) e homopelitorina (14),
reforcam ainda mais esse potencial, uma vez que pellitorine é amplamente reconhecida
por seus efeitos inibitdrios contra espécies de Candida e fungos filamentosos?>%.
Braquistamida B (17), também detectada nas raizes, pertence ao grupo de amidas
previamente relatadas por seu potencial antimicrobiano, incluindo significativa atividade
antifingica?.

No grupo dos fenolicos, resveratrol (13) desponta como um dos principais
candidatos a contribuir para a atividade antifangica, devido aos seus efeitos amplamente
documentados contra Candida spp. e fungos filamentosos®. Além disso, os acidos

benzdicos prenilados acido hidroxicaldensinico (6) e acido caldensinico (12) tém sido
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relatados por exercer forte atividade antimicrobiana, incluindo a inibicdo de fitopatogenos
agricolas®®L, corroborando sua importancia no perfil bioativo do extrato radicular.

Assim, a expressiva atividade antifungica observada para o extrato das raizes de
P. divaricatum parece resultar da sinergia entre diferentes classes de metabdlitos. As
piperamidas — especialmente pelitorina, fagaramida, dihidropiperlonguminina e as N-
isobutilamidas — juntamente com fendlicos como resveratrol e &cidos prenilados,
constituem, provavelmente, os principais responsaveis pelo efeito antifingico, refletindo
o papel ecoldgico das raizes como interface de defesa quimica contra microrganismos do
solo.

Portanto, os resultados destacam o extrato radicular como o candidato mais
promissor para aplicacdo pratica no manejo sustentavel de doencas fungicas em culturas

agricolas.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo evidencia o potencial quimico e bioldgico de Piper divaricatum,
especialmente de seu extrato etandlico de raizes, como uma promissora fonte natural de
compostos antifungicos contra Fusarium kalimantanense. A analise metabolémica por
UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS revelou uma ampla variedade de metabdlitos secundarios
— incluindo diferentes classes de piperamidas, compostos fenolicos e derivados
prenilados — com distribuicdo marcadamente especifica entre os tecidos vegetais.

O extrato radicular apresentou o perfil quimico mais diverso e bioativo, inibindo de
forma significativa o crescimento micelial de Fusarium kalimantanense, um fitopatogeno
de preocupacdo crescente na cultura da banana. Entre os compostos identificados,
destacam-se fagaramida, dihidropiperlonguminina, pelitorina e resveratrol como
principais contribuintes para o efeito antifingico observado, corroborado por relatos
prévios de sua atividade antimicrobiana.

Assim, nossos achados sustentam o potencial de aplicacdo dos metabdlitos
derivados de Piper na protecdo sustentavel de culturas agricolas, contribuindo para o
desenvolvimento de biopesticidas ecologicamente seguros e estratégias integradas de
manejo de doengas flngicas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo, ao investigar o potencial antifungico de Piper divaricatum contra
Fusarium kalimantanense, cumpriu com o0s objetivos propostos e permitiu alcancar
contribuic@es significativas para a area de produtos naturais e o controle de fitopatégenos. A
abordagem integrada, que aliou a prospeccao fitoquimica a avaliacdo biologica, forneceu um
panorama abrangente e robusto sobre o potencial biotecnoldgico desta espécie.

Em sintese, a caracterizacdo quimica via UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS revelou um perfil
metabdlico complexo e diversificado nos extratos de P. divaricatum, com a identificacdo de 21
metabdlitos, entre os quais se destacam as piperamidas, compostos fenélicos e acidos benzdicos
prenilados. A analise comparativa entre raiz, caule e folhas demonstrou uma clara
compartimentalizacdo dos metabdlitos especializados, sendo a raiz o 6rgdo que apresentou a
maior diversidade quimica, concentrando a maioria das piperamidas e dos compostos fendlicos
de interesse.

Esta constatacdo quimica foi corroborada pelos ensaios bioldgicos, que atestaram a
superior atividade antifungica do extrato radicular, o qual inibiu 83,7% do crescimento micelial
de F. kalimantanense na concentracéo de 2,0 mg/mL. A forte correlagéo estabelecida entre a
presenca de piperamidas como a pelitorina, fagaramida e di-hidropiperlonguminina, bem como
de compostos fendlicos como o resveratrol e os acidos caldensinico e hidroxicaldensinico, e a
atividade bioldgica observada, valida o uso etnobotanico da espécie e aponta para a sinergia
entre estas classes de compostos como a base da sua atividade antiflngica.

Do ponto de vista pratico, os resultados indicam a P. divaricatum, em especial suas
raizes, como uma fonte promissora e sustentavel de compostos bioativos. O potencial de
desenvolvimento de um biofungicida natural a partir deste recurso fitogenético representa uma
alternativa viavel para o manejo integrado do mal do Panama na bananicultura, uma doenca de
grande impacto econémico e social, frente a crescente demanda por solugdes agroecoldgicas e

a necessidade de reduzir a dependéncia de agentes quimicos sintéticos.
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ANEXOS
ANEXO A - ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS DOS EXTRATOS DE

Piper divaricatum
<0 \ N /\‘/
H
.,n/r/,roﬂ

o
N
HO 0

OH o

i
o

COOH




84

gy

N\/\\\/\)Lﬁ/ﬁ/\ /\/\/\/\)kh,/\{/




85

ANEXO B — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO

For consideration in Pest Management Science Page 1 of 37

Pest Management Science

Research Article

Antifungal Activity and Phytochemical Profile of Piper
divaricatum Extracts against Fusarium kalimantanense

Submission ID 16f197f6-7fe1-4a48-9606-6ee39ae0cdff
Submission Version Initial Submission

PDF Generation 26 Sep 2025 21:08:10 EST by Atypon ReX

Authors

Luciano Ferreira de Freitas
Affiliations

+ Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Naturais,
Universidade Estadual do Ceara, Av. Dr. Silas
gﬁunﬁuba, 1700, Itaperi, 60714-903, Fortaleza, Ceara,

rasi

Nadia Eligia Nunes Pinto Paracampo
Affiliations
+ Embrapa Amazoénia Oriental., Belém, Par4, Brasil

Regimara Francisca Bernardo da Silva Vieira
Affiliations

* Programa de P6s-Graduagdo em
Agronomia-Fitotecnia, Universidade Federal do Ceara,
Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, Brasil

Stella Maria Nascimento Macédo
Affiliations
* Embrapa l}groindustria Tropical, Rua Dra. Sara

Mesquita, 2270, Pici, Fortaleza, 60511-110, Fortaleza,
Ceara, Brasil



86

ANEXO C - ESPECTROS DE MASSAS (1 MS e 2 MS/MS) DOS 23 COMPOSTOS
DETECTADOS VIA UHPLC-QTOF/MS NO MODO POSITIVO
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Composto 9 — Desconhecido
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Composto 12 — Acido Caldensinico
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Composto 18 — Feoforbideo A
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Composto 20 - Derivado de Feoforbideo A
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Composto 21 - Feoforbideo + CH2CH:
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Composto 22 — Derivado de Feoforbideo + CH2CH:2
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