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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é o vetor importante na transmissdo do virus da dengue, sendo
responsavel por causar problemas graves de salde, especialmente em regifes tropicais e
subtropicais. E fundamental adotar medidas de controle vetorial e prevencio para evitar
a proliferacdo desses mosquitos e minimizar a transmissao dessas doencas. O uso de
plantas para o controle de mosquitos é uma alternativa promissora, especialmente em
areas amazonicas, devido a alta biodiversidade e abundancia de espécies de plantas com
compostos quimicos com atividade larvicida, tal como a espécie Piper tuberculatum Jacq.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a investigacao fitoquimica e avaliar a
atividade larvicida de extratos, frag0es e substancias isoladas das folhas de P.
tuberculatum para o controle de A. aegypti. O extrato bruto das folhas foi obtido por
maceracdo exaustiva em metanol com auxilio de ultrassom, sendo em seguida submetido
a fracionamento em coluna filtrante. O extrato e suas fracdes tiveram o seu perfil quimico
investigado por espectrometria de massas. A fracdo AcOEt 100% (EMFPT-3) foi
submetida a purificacdo em sistema CLAE semipreparativo, resultando no isolamento das
amidas cis-piplartina, piplartina e 4,5-diidropiperlonguminina, as quais tiveram suas
estruturas determinadas por métodos espectroscopicos e espectrométricos (RMN 1D e
2D; EM). O extrato metanolico e as fragbes resultantes da coluna filtrante foram
submetidos ao ensaio larvicida frente a A. aegypti através do protocolo da Organizagédo
Mundial de Saiude (WHO, 2005), com algumas modificacfes. As fragbes Hex/AcOEt 1:1
(EMFPT-2); AcOEt 100% (EMFPT-3) e AcOEt/MeOH 1:1 (EMFPT-4) apresentaram
atividade larvicida com mortalidade entre 92 e 100% sobre A. aegypti, apos 24 horas de
exposicdo, demostrando ser uma alternativa viavel no controle do vetor. Enquanto, as
amidas isoladas cis-piplartina, piplartina e 4,5-diidropiperlonguminina apresentaram
atividade larvicida contra A. aegypti, causando mortalidade variando de 2 + 0 a 97 £ 2%
e CLso de 23.77 e 30.18 pg/mL. Portanto, os resultados obtidos reforcam o potencial
larvicida previamente reportado para a espécie P. tuberculatum e outras espécies do
género, além de demonstrar o potencial de amidas como agentes quimicos promissores
para o controle de doenca tropical, tal como dengue.

Palavras chaves: Piperaceae, Piper, atividade larvicida, Aedes, amidas.



ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti is an important vector in the transmission of the dengue
virus, responsible for causing serious health problems, especially in tropical and
subtropical regions. It is crucial to adopt vector control and prevention measures to
prevent the proliferation of these mosquitoes and minimize the transmission of these
diseases. The use of plants for mosquito control is a promising alternative, especially in
Amazonian areas, due to the high biodiversity and abundance of plant species with
chemical compounds exhibiting larvicidal activity, such as Piper tuberculatum Jacq.
Therefore, the aim of this study was to conduct phytochemical investigation and evaluate
the larvicidal activity of extracts, fractions, and isolated compounds from P. tuberculatum
leaves against A. aegypti. The crude extract from the leaves was obtained by exhaustive
maceration in methanol with ultrasound assistance, followed by fractionation using a
column filter. The chemical profile of the extract and its fractions was investigated using
mass spectrometry. The 100% ethyl acetate fraction (EMFPT-3) underwent purification
by semi-preparative HPLC, resulting in the isolation of cis-piplartine, piplartine, and 4,5-
dihydropiperlonguminine amides, whose structures were determined by spectroscopic
and spectrometric methods (1D and 2D NMR; MS). The methanolic extract and fractions
from the column filter were tested for larvicidal activity against A. aegypti following the
World Health Organization (WHO, 2005) protocol, with some modifications. The
Hex/EtOAc 1:1 (EMFPT-2), 100% EtOAc (EMFPT-3), and EtOAc/MeOH 1:1 (EMFPT-
4) fractions exhibited larvicidal activity with mortality rates between 92% and 100%
against A. aegypti after 24 hours of exposure, demonstrating to be a viable alternative for
vector control. Meanwhile, the isolated amides cis-piplartine, piplartine, and 4,5-
dihydropiperlonguminine showed larvicidal activity against A. aegypti, causing mortality
ranging from 2 £ 0 to 97 + 2% and LC50 values of 23.77 and 30.18 pug/mL. Therefore,
the results reinforce the larvicidal potential previously reported for P. tuberculatum and
other species of the genus, as well as demonstrating the potential of amides as promising
chemical agents for the control of tropical diseases such as dengue.

Keywords: Piperaceae, Piper, larvicidal activity, Aedes, amides,
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1 INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a familia Culicidae, popularmente
conhecidos como “pernilongos”, “murigocas” ou “carapands”. Esta familia tem atraido
atencdo em termos de salde publica devido esses vetores serem responsaveis por difundir
agentes patogénicos causadores de doengas como a malaria, dengue, febre amarela, zika
e entre outras arboviroses (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

Conforme 0 WHO (2023) a dengue anualmente afeta milhdes de pessoas em todo
0 mundo, especialmente em paises tropicais e subtropicais e, em vista disso, verifica-se a
importancia dos estudos em mosquitos para o controle da transmissdo destas doencas.
Entre os insetos vetores de patdgenos, 0 mosquito Aedes aegypti € o principal transmissor
do virus da dengue no Brasil, e pode transmitir os virus chikungunya, zika e febre amarela
(GESTO et al., 2021; WHO, 2023).

Devido ao seu papel como vetores de doengas, 0s mosquitos séo alvo de intensos
esforcos de controle em muitas partes do mundo, cujo controle vetorial adotado em muitas
vezes envolve medidas como uso de repelentes, mosquiteiros, a eliminacéo de criadouros
de mosquitos e, em alguns casos, o uso de inseticidas quimicos para reduzir as populacdes
de mosquitos em &reas afetadas (ROZENDAAL, 1997; TAUIL, 2006). No entanto, esses
inseticidas quimicos tém levado a uma série de problemas ecoldgicos como
desenvolvimento de cepas resistentes, desequilibrio ecolégico, bem como outros danos a
outros organismos (CAMPOS; ANDRADE, 2001; FEO; ELJARRAT; BARCELO,
2010).

Assim, faz-se necessario desenvolver alternativas ecologicamente viaveis por
meio de investigacfes com potencial larvicida (GARCEZ et al., 2013). Diante disso, nos
ultimos anos, diversos estudos tém enfatizado a utilizacdo de extratos e 6leos essenciais
com efeito larvicida (FURTADO et al., 2005; FERREIRA et al., 2014).

Na Regido Amazonica, concentra-se aproximadamente 60.000 espécies de
plantas, apesar dessa potencialidade, muitas ndo foram estudadas do ponto de vista
quimico e outras ainda nem foram catalogadas (FAO et al., 2012; NASCIMENTO et al.,
2017). Em meio a esta grande diversidade, ressalta-se a familia Piperaceae, especialmente
0 género Piper, pelo uso de inUmeras espécies na medicina popular, algumas das quais
sdo conhecidas por apresentarem uma ampla quantidade de metabdlitos secundarios com
atividades bioldgicas comprovadas, em destaque com potencial larvicida (SPLETOZER

et al., 2021). A espécie Piper tuberculatum sendo amplamente encontrada em diversos
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estados do Brasil, possui entre seus metabdlitos secundarios bioativos, amidas,
substancias promissoras como larvicida (GARCEZ et al., 2013).

Neste contexto, 0 presente trabalho consistiu na investigacdo quimica da espécie
P. tuberculatum da familia Piperaceae, bem como na avaliacdo do potencial larvicida

frente as larvas de A. aegypti do extrato metandlico e substancias isoladas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar o estudo da composicdo quimica das folhas da espécie Piper

tuberculatum, assim como avaliar a sua atividade larvicida contra A. aegypti.

2.2 Especificos

e Caracterizar o perfil quimico do extrato metandlico das folhas de P. tuberculatum
por espectrometria de massas;

e Avaliar o perfil cromatografico de fracbes e substancias obtidas por meio de
métodos cromatograficos e espectrométricos;

e Desenvolver metodologia analitica de separacdo das substancias obtidas por
CLAE-UV/Vis;

e Isolar as substancias por meio de técnicas modernas de cromatografia;

e ldentificar através de RMN 1D/2D e espectrometria de massas (EM) as
substancias isoladas;

e Avaliar a atividade larvicida contra A. aegypti do extrato metanoélico e substancias

isoladas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Piperaceae

Piperaceae representa uma das angiospermas mais primitivas da ordem Piperales.
E uma familia com distribuicdo pantropical (Figura 1), constituida atualmente por cerca
de 4.300 espécies, agrupadas em cinco géneros: Piper L., Peperomia Ruiz & Pav.,
Manekia Trel., Zippelia Blume e Verhuellia Miq. Dentre esses géneros, o Piper é o mais
abundante, seguido por Peperomia (APG 1V, 2016; CALLEJAS, 2020).

Figura 1. Distribuicdo mundial da Familia Piperaceae
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Em todo o Brasil foram relatados 3 géneros (Manekia, Peperomia e Piper) e 472
espécies, ocorrendo preferencialmente em locais Umidos e sombreados. Na regido Norte
tém a distribuicdo de 235 espécies registradas (Figura 2), das quais 172 encontram-se no
estado do Amazonas, (GUIMARAES et al., 2023). Os representantes desta familia sdo
conhecidos por diversas formas, que podem variar de ervas, herbaceas a pequenas

arvores, ainda arbustos, lianas e epifitas (WANKE et al., 2007).
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Figura 2. Distribuicdo de Piperaceae nas regides brasileiras
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Esta familia é caracterizada quimicamente pela producdo de amidas como
principal metabolito secundério, e além dessas, s&o comumente encontradas em suas
espécies: alcaloides, fenilpropanoides, derivados de &cidos benzoicos, cromenos,
flavanoides, lignanas, neolignanas, terpenos e outras classes de produtos naturais
(AVELLA; DIAZ; DE DIAZ, 1994; ALECIO et al., 1998; MARTINS et al., 1998; DE
SOUZA, 2005; KITAMURA et al., 2006; LAGO et al., 2009; TICONA et al., 2022).

Devido a rica diversidade de compostos quimicos relatados nas espécies de
Piperaceae tem-se resultados promissores em ensaios bioldgicos de diferentes tipos, tais
como anti-inflamatério (EE et al., 2010), antimalarico (PUTRI; NOLI, 2021),
antimicrobiana (CUNICO et al., 2004), antitumoral (MENDES et al., 2017), ansioliticos
(ZIMATH et al., 2017), antioxidante (YAMAGUCHI et al., 2006), inseticida (SANTOS
et al., 2010) e larvicida (LIMA MOREIRA et al., 2014).

3.2 O género Piper

Piper é considerado o género mais representativo da familia Piperaceae,
constituido botanicamente por 2.600 espécies distribuidas pantropicalmente, com a
maioria concentrada nas regides neotropicais (MARTINEZ et al., 2015; CALLEJAS,
2020). As espécies de Piper sdo representadas como arvores, arbustos, ervas e, raramente,
lianas e epifitas (JARAMILLO; MANQS, 2001).

No Brasil estdo catalogadas 299 espécies do género Piper, dentre essas 194 sdo
endémicas. Distribuem-se de forma expressiva nos dominios fitogeograficos da Mata
Atlantica e Amazonia, conforme mostra a figura 3 (GUIMARAES; MEDEIROS;
QUEIROZ, 2023).



22

Figura 3. Distribuicéo fitogeogréafica de espécies de Piper no Brasil
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Do ponto de vista econbmico, o género Piper € extremamente importante,
especialmente devido a espécie Piper nigrum L. (denominacdo popular: pimenta-do-
reino), uma das especiarias mais comercializadas em todo o mundo. A substancia
responsavel pelo sabor pungente e caracteristico da pimenta-do-reino € a piperina (1)
representada na Figura 4, a primeira amida representante isolada de espécies de Piper
(DYER; PALMER, 2004; SRINIVASAN, 2007; FRANCA et al., 2021).

Figura 4. Estrutura quimica piperina

Sepgge

Outra espécie de interesse econdmico € a Piper methysticum G. Forster
(denominagdo popular: kava-kava), cujos rizomas sdo utilizados para preparar o cha de
kava-kava, um potente ansiolitico e relaxante difundido na regido da Oceania. Estas
atividades foram atribuidas aos seus principios ativos conhecidos como as kavalactonas
denominadas: diidrokavaina (2), diidrometisticina (3), kavaina (4) e metisticina (5)
reportadas na Figura 5 (CLOUATRE, 2004). Além disso, € a Gnica do género reconhecida

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil como medicamento
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fitoterapico, onde a Resolugdo n° 356, 2002 e IN n° 2/2014 estabelecem registros
simplificados de produtos a base dessa espécie no pais (BRASIL, 2002; 2014).

Figura 5. Estrutura quimica das principais kavalactonas presentes no rizoma de kava-kava
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3.2.1 Aspectos etnobotanicos

Diversas espécies pertencentes ao género Piper apresentam relatos de aplicacdes
medicinais. Por exemplo, a Piper marginatum Jacq. (denominagdo popular: bitre,
caapeba-cheirosa, nhandi, nhambui, pimenta do cheiro, pimenta-do-mato e pimenta-dos-
indios) é predominante no Brasil, Suriname e Guiana Francesa, citada pelo uso medicinal
para tratamento de dores de cabeca, erisipela, tumores e doencas hepaticas (RIOS;
PASTORE, 2011). As raizes amassadas sdo empregadas por povos indigenas para alivio
da dor e coceira causadas pela picada de insetos; os frutos sdo descritos como excitantes,
enguanto as folhas estimulatérias (DI STASI; HIRUMA LIMA, 2002).

A espécie Piper hispidum Sw. é outra de interesse medicinal popular
(denominacdo popular: jabori, falso-jaborandi, matico, aperto-jodo, matico-falso, aperta-
rudo e beque), no Brasil suas folhas, raizes e frutos possuem propriedades adstringentes,
diuréticos e estimulantes, e empregado como desobstruentes do figado (GUIMARAES;
GIORDANO, 2004). Esta espécie também tem sido usada contra dores de estdmago e
como repelente de insetos.

A Piper aduncum L. (denominagdo popular: pimenta-de-macaco, pimenta-de-
fruto-ganchoso, tapa-buraco, aperta-rudo e pimenta-longa) € nativa da Amazonia,
encontrada desde a América do Sul e em todo o Brasil (Yuncker, 1972). No Amazonas e
Peru Amazonico a utilizacdo medicinal é através da infusdo e decoccao das suas folhas,
para o tratamento de infec¢Oes do trato urinario, resfriados e bronquite e Ulceras (Mejia;

RENGIFO, 2000). No Nordeste as suas inflorescéncias tém sido utilizadas na forma de
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decoccdo no tratamento de doencas venéreas e infecgbes do trato urinério (AGRA;
FREITAS; BARBOSA, 2007).

3.2.2  Aspectos fitoquimicos

Muitos estudos quimicos com espécies de Piper tém relevado uma grande
variedade de compostos bioativos isolados, tais como kavalactonas (XUAN et al., 2008),
cromenos (BALDOQUI et al., 1999; PUHL et al., 2011), fenilpropanoides (BEZERRA;
RAMOS, 2021), lignanas e neolignanas (BENEVIDES; SARTORELLI; KATO, 1999;
MARTINS et al., 2003; LIMA et al., 2016), terpenos (SCOTT et al., 2008; Jin et al.,
2018), e ainda amidas (MIRANDA et al., 2003; SILVA et al., 2002) sendo estes os
metabolitos mais caracteristicos deste género.

O estudo quimico realizado com raizes de P. marginatum Jacg., resultou no
isolamento de cinco fenilpranoides, denominados de apiol (6), isoasarona (7),
marginatina (8), pipermagina (9) e 2,6-dimetoxi-3,4-metilenodioxi-1-(2-propenil)
benzeno (10) (Figura 6), (Santos et al., 1998). Em outro estudo, a partir do extrato
hexanico do fruto P. marginatum, foram isolados 1-(1-Z-propenil) -2,4,6-
trimetoxibenzeno e o &cido 3-farnesil-4-hidroxibenzdico e do extrato cloroférmico, foi
isolado o oxido cariofileno (CHAVES; SANTOS, 2002).

Figura 6. Estruturas de alguns fenilpropanoides isolados de P. marginatum
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Baldoqui et al. (1999) isolaram do extrato metanolico das folhas de P. aduncum
um cromeno, 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila (11). Ainda no mesmo
trabalho isolaram cromenos conhecidos: acido 2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-carboxilico
(12), 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6-carboxilato de metila (13) e 8-
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hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metil (14), bem como derivado do
acido benzoico 3-(3',7'-dimetil-2',6'-octadienil)-4-acido metoxibenzoico (15), (Figura 7).

Figura 7. Estruturas de alguns cromenos e derivado de acido benzoico isolados de P. aduncum
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O extrato etandlico das inflorescéncias de P. hispitum Kunth foi investigado
fitoquimicamente por Plazas et al. (2008), em que permitiu o isolamento de trés
flavonoides: 5-hidroxi-7-metoxiflavona (16), 2°4,6’-trimetoxidihidrochalcona (17) e 5-

hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona (18), (Figura 8).

Figura 8. Estruturas de alguns flavonoides isolados de P. hispitum
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No estudo conduzido por Martins et al. (2000), foram avaliados os aspectos
quimicos de Piper solmsianum C.D.C, resultando no isolamento de cinco
fenilpropanoides e duas lignanas tetrahidrofuranicas denominadas de (-) -grandisina (19),
e (7R,8R,7’S,8’R)-3’,4’-metilenodioxi-3,4,5,5 tetrametoxi-7,7’-epoxilignana  (20),
obtidas do extrato acetato de etila de folhas e caules. Em uma continuacdo da investigacédo
quimica de P. solmsianum, Martins et al., 2003 relataram o isolamento de dois
fenilpropanoides, juntamente com duas lignanas tetrahidrofuranicas, a rel-
(7R,8R,7’R,8’R)-3",4’-metilenodioxi-3,4,5,5’-tetrametoxi -7,7’-epoxiliganana (21) e rel-
(7R,8R,7°R,8’R)-3,4,3’,4’-dimetilenodioxi-5,5’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana (22) e, ainda
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uma lignana tretahidrofuranica conhecida: (-) -grandisina (19) a partir o extrato acetato
de etila da inflorescéncia dessa espécie (Figura 9).

Figura 9. Estruturas de algumas lignanas isoladas de P. solmsianum
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3.2.2.1 Amidas

As amidas sdo substancias nitrogenadas, derivadas da amonia (NHz3), pela
substituicdo de um ou mais &tomos de hidrogénio por igual nimero de radicais
monoacilas (GARCEZ et al., 2013). Do ponto de vista biossintético, ha poucos relatos
detalhados na literatura, no entanto sua biossintese esta diretamente ligada a classe a qual
pertence. Estudos tém permitido a caracterizacdo de diversos grupos de Piperaceae
contendo amidas, oriundas da condensacdo de acidos graxos e pela via mista (acido
chiguimico/policetidica) (KATO et al., 2004).

Na figura 10 (p. 27), tem-se a proposta biossintética da piperina, uma amida
isolada de espécies de Piperaceae. A porcdo acil da molécula da piperina, tem como
percursor o derivado do cinamoil-CoA, no qual é oriundo do acido chiquimico.
Posteriormente, o derivado do cinamoil-CoA tem sua cadeia carbdnica estendida por
meio da incorporacdo de uma unidade de malonil-CoA, a qual sofre posterior reducéo,
via catalise enzimatica, seguida por uma desidratacdo, formando o tioéster piperoil-CoA.
Em seguida, o anel piperidina é incorporado atraves do produto de reducéo da piperideina,
onde o tioéster piperoil-CoA reage com a piperidina originando a piperina (DEWICK,
2002).
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Figura 10. Proposta biossintética da Piperina
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3.2.2.2 Amidas isoladas

Desde o isolamento da piperina, uma variedade de outras amidas foram isoladas
de diferentes espécies desse género, tornando-as fontes promissoras de metabolitos
bioativos (ADDAE; ACHIENG, 1986; TANG et al., 2011; SHI et al, 2017), com
atividades bioldgicas variadas. Na tabela 1, encontram-se algumas amidas isoladas do
género Piper com propriedades bioldgicas.

Tabela 1. Amidas isoladas do género Piper

Substancia Espécie de Piper Atividade bioldgica Referéncia
Aduncamida
OCHj3 . L.
HO Citotoxica ORJALA et al.,
o P. aduncum _ _
N Antibacteriana 1994
(23) OCHjs
Corcovadina MARQUES et
o . . g .
P. scutifolium Antifangica al., 2007
<o]©/\/\)ku/><ojo( g
° (24)
Piperovatina VEIGA-
Q/V/\/WHJ\ P. ovatum Anti-tripanosoma | SANTOS et al.,
HCO ) © 2013
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TSAl et al.,
2005;
Piplartina P. arborens ] BEZERRA et
o Antitumoral
o 9 P. divaricatum o al., 2008
H3CO NN . Bactericida
\ P. sylvaticum . . SRINIVASA
HsCO Anti-inflamatoria
OCHj P. longum REDDY et al.,
(26) P. chaba 2001;
MORIKAWA et
al., 2004
Sarmentosina
o . ) KIUCHI et al.,
( 2 P. nigrum Antituberculose
o] 7 NN NQ 1987
(@7
Taiwanamida C
OCHjs
OCHj ] Anti-agregacdo de CHEN et al.,
2" P. taiwanese
N OCHj, plagquetas 2004.
OCH, (28)

3.2.3 Aspectos bioldgicos

Estudos com extratos brutos e substancias isoladas de espécies de Piper tém
demonstrado resultados satisfatorios em testes de atividade biol6gica, indicando potencial
terapéutico nas espécies desse género.

Santos et al. (2010) avaliaram o potencial inseticida do extrato acetdnico das
folhas de P. hispidum sobre a broca do café Hypothenemus hampei (Coleoptera) em
aplicacdo topica, superficie contaminada e efeito de repeléncia. Na exposi¢cdo em
superficie contaminada, observara, 100% de mortalidade, na concentracdo de 25,0
mg/mL, ap0s 48 h. Enquanto, na aplicacéo topica, observaram 60 a 65 % de mortalidade,
apos 48 h de exposicado na concentracdo de 0,1 a 25,0 mg/mL.

O extrato etanolico obtido das folhas de P. aduncum apresentou atividade
antidepressivas e anisoliticas (OESTERREICH et al., 2015). Além disso, 0 extrato
diclorometano, etandlico e hexanico apresentaram 100% de mortalidade contra larvas de
A. aegypti, nas concentracdes de 12,5 mg/mL, 25 mg/mL e 50 mg/mL, respectivamente,
apos 24 h de tratamento, conforme observado no estudo de Ridzuan et al. (2019).
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Na investigacdo com extratos etanolicos de folhas e inflorescéncias de P.
marginatum, 0S mesmos apresentaram excelente atividade antimicrobiana contra
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Prevotella intermedia ATCC 25611 e
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 (GAMBOA et al., 2018).

Os extratos hexanicos e metanolicos de Piper peltatum e Piper umbellatum foram
testados in vitro e in vivo frente a espécies de Plasmodium demonstrando atividade
antimalérica (FATIMA FERREIRA-DA-CRUZ et al., 2000). A substancia majoritaria de
P. peltatum é o 4-nerolidilcatecol, um terpeno/fenil propanoide, a quem ¢é atribuida a
atividade antimalérica para estas espécies (ANDRADE-NETO et al., 2007).

O estudo da atividade antioxidante do extrato etandlico de Piper cubeba exibiu a
eliminacdo dos radicais livres, assim atividade foi atribuida aos compostos presentes,
especialmente os polifendis (NAHAK; SAHU, 2011). Agbor et al. (2012) também
observaram o efeito antioxidante de Piper guineense, Piper umbellatum e P. nigrum.

As lignanas (19, 21 e 22, p. 26) isoladas da inflorescéncia de P. solmsianum
apresentaram atividade antichagasica in vitro contra a forma tripomosatigota do
Trypanosoma cruzi, com ICsode 8,74 pg/mL, 17,6 pg/mL e 3,74 pg/mL, respectivamente
(MARTINS et al., 2003).

O flavonoide 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona (16, p. 25), isolado da inflorescéncia
de P. hispidum quando submetida ao bioensaio de letalidade frente ao microcrustaceo
Artemia salina, apresentou atividade toxica frente ao microcrustaceo (CLso 1,8 pg/mL)
(PLAZAS et al., 2008).

3.3 A espécie Piper tuberculatum Jacqg.

A P. tuberculatum tem a denominacdo popular de pimenta-de-macaco, pimenta-
longa ou pimenta-d’ Arda e apresenta-se como arbusto medindo aproximadamente de 2 a
2,5 m de altura. E uma planta medicinal, utilizada na forma de infusdo de seus frutos e
folhas como analgésico, sedativo, além de antidoto para veneno de cobra e problemas
estomacais. Esta espécie encontra-se distribuida geograficamente em todo o Continente
Americano e Antilhas (ARAUJO-JUNIOR, 1997; Guimaraes, Giordano, 2004).

No Brasil, P. tuberculatum ocorre nas RegiGes Norte (Acre, Amazonas, Parj,
Rondonia, Roraima e Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minhas Gerais, Rio de Janeiro e
S&0 Paulo) e Sul (Parana), (Figura 11), (GUIMARAES, MEDEIROS, QUEIROZ, 2023).
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Figura 11. Distribuicdo geografica de P. tuberculatum no Brasil

Norte
Nordeste

Centro-oeste

FONTE: REFLORA (2023)
As investigagBes fitoquimicas de constituintes fixos realizados com a espécie

relatam a predominancia de amidas, com ndcleo do tipo isobutilicas, pirrolidinicas,
dihidropiridonas, piperidinas (NAVICKIENE et al., 2000; RAJ et al., 2011; SILVA et
al., 2002).

Dentre as amidas encontradas em P. tuberculatum, destaca-se a amida piplartina
(Tabela 1, p. 28 estrutura quimica 26 ) substancia majoritaria extraida das raizes desta
espécie (Schaab et al., 2010). A piplartina apresenta diversas atividades bioldgicas
registradas, incluindo anticancerigena, larvicida, antifingica, antinociceptiva e
ansiolitica.

Em estudos realizados com extrato etandlico dos frutos de P. tuberculatum foram
isolados dois esteroides: o B-sitosterol (29) e o stigmasterol (30) em mistura, duas amidas:
a piplartina e a dihidropiplartina (31) e um derivado do acido cindmico, o &cido 3,4,5-
trimetoxi-dihidrocindmico (32) (Figura 12) (FACUNDO et al., 2008).
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Figura 12. Substancias isoladas dos frutos de P. tuberculatum
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O fracionamento do extrato CH2Cl>:MeOH (2:1) das sementes de P. tuberculatum
resultaram no isolamento das amidas pelitorino (33), A*® dihidropiperina (34), piplartina,
dihidropiplartina e cis pilartina (35). Neste mesmo estudo, realizaram outro
fracionamento do extrato CH2Cl.:MeOH (2:1) das folhas de P. tuberculatum , onde foram
isolados piplartina, fagaramida (36), além das amidas foram isolados dois derivados de
cinamoila,  6,7,8-trimetoxidihidrocinamato de metila (37) e trans-6,7,8-
trimetoxicinamato de metila (38) (Figura 13) (SILVA et al., 2002).

Figura 13. Substancias isoladas das sementes e de folhas de P. tuberculatum
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3.4 O virus da dengue (DENV)

A dengue é uma doenga transmitida por mosquitos fémea de A. aegypti (principal
vetor) e Aedes albopictus vetor secundario, sendo causada por um agente etioldgico
pertencente a familia Flaviviridae e o género Flavivirus. Esta doenca viral é disseminada
especialmente nos paises tropicais e subtropicais (BRASIL, 2016). A dengue possui cinco
sorotipos antigenicamente distintos como DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e
DENV-5 (KOK et al., 2023).

Atualmente, a dengue pode ser classificada na forma clinica ndo grave, sendo
subdivida com e sem sinais de alerta ou na forma grave. A dengue n&o grave e sem sinais
de alerta, atinge os residentes/viajantes de areas endémicas, causando febre, dor, erupcao
cutanea, leucopenia e teste do torniquete positivo. A dengue ndo grave com sinais de
alerta, caracteriza por sintomas citados anteriormente, além de dor abdominal, vémitos
persistentes ou acimulo de liquidos. A dengue grave é caracterizada por extravasamento
grave de plasma, choque, desconforto respiratério, sangramento grave ou
comprometimento de érgdos (MARCHIORI; HOCHHEGGER; ZANETTI, 2020).

A dengue é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o arbovirus
mais difundido. Em 2023, de acordo com a OMS a incidéncia da dengue cresceu
drasticamente, resultando num méaximo historico de mais de cinco milhdes de casos e em
mais de 5.000 mortes em nivel global, onde cerca de 80% desses casos foram registrados
nas Américas, tornando-se esta regido com maior nimero de casos de doencas arbovirais
e com epidemias ciclicas recorrentes a cada 3 a 5 anos.

No Brasil, até 0 momento foi registrado 688.461 casos provaveis de dengue, quase
quatro vez mais do que os registrados no mesmo periodo de 2023, com 94 mortes

confirmadas em decorréncia da doenca neste ano (Figura 14) (BRASIL, 2024).

Figura 14. Casos provaveis de dengue no Brasil, ano de 2023 e 2024
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FONTE: BRASIL (2024).
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O Brasil em 21 de dezembro de 2023 incorporou ao Sistema Unico de Salde
(SUS) a vacina contra dengue Qdenga, sendo o primeiro pais do mundo a oferecer o
imunizante no sistema publico de satde. A vacina entrou pela primeira vez no calendéario
Nacional de Vacinacdo em fevereiro de 2024, em questBes de capacidade de producao
laboratorial, atende 521 municipios distribuidos em 37 regides de saude do pais (Brasil,
2024). Outro imunizante usado no Brasil € o Dengvaxia, aprovado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), recomenda apenas para individuos soropositivo
(BRASIL, 2017).

Embora existam vacinas contra a dengue, o principal método para prevenir ou
controlar o vetor A. aegypti é evitar a criacdo de criadoura, além de aplicacdo de
inseticidas. Ainda ndo existe tratamento especifico para a dengue, no entanto, a
recomendacdo é baseado principalmente na reposicdo de liquidos adequada (BRASIL,
2024).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Solventes

Para o preparo do extrato metandlico, utilizou-se solvente grau P.A. (Nuclear®).
Todos os solventes utilizados para as analises cromatograficas e experimentos de EM
eram grau CLAE (Tedia®) e a agua ultrapura obtida por um sistema Mili-Q (marca
Millipore, modelo Direct-Q® 3UV). As analises por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear (RMN) foram realizadas com solvente deuterado (Tedia®).
4.2  Analises cromatograficas
4.2.1 Cromatografia em coluna (CC)

O fracionamento cromatografico em coluna de vidro (CC: ® = 4,5 cm x h= 50
cm) foi realizado utilizando como fase estacionaria silica gel 60, 70-230 mesh (Sigma-
Aldrich, USA). Como fases moveis foram utilizados hexano (Hex), acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH).

4.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por CCD foram realizadas em cromatofolhas de silica gel 60
(Merck®) de 0,25 mm de espessura, com indicador de fluorescéncia F2s4. Os spots foram

revelados com luz UV (254 e 365 nm) e revelador anisaldeido.
4.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE analitico e semipreparativo foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria de massas (LABCEM) da Central
Analitica (UFAM), coordenado pelo Dr. Felipe Moura Araujo da Silva. O equipamento
utilizado foi o cromatégrafo liquido modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba
LC-6AD (sistema binario), degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV/Vis)
SPD-20AV, modulo de comunicacdo CBM-20A e valvula de injecdo Rheodyne (25 uL e
500 pL).

4.3 Métodos espectroscopicos e espectrométricos

As analises por EM foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM) da Central Analitica (UFAM). Os espectros de
massas no modo full scan e tandem (MS?) foram registrados em espectrémetro do tipo
ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific), equipado com fonte de ionizacdo

guimica a pressdo atmosférica (APCI) e operando nos modos positivo e negativo. Os
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espectros foram adquiridos e processados através do software Xcalibur® versdo 2.7
(Thermo Scientific).

As analises por RMN 1D e 2D foram realizadas no Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear (NMRLAB) da Central Analitica UFAM, coordenado pelo professor
Dr. Marcos Batista Machado. Os espectros de RMN 1D e 2D foram obtidos em
espectrometro Bruker modelo Advance 111 500 operando a 11,75 Teslas (T) observado a
500 MHz para *H e 125 MHz para *C. As amostras foram solubilizadas com metanol
deuterado (CD3OD) e referéncia interna de tretametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm (8) e as constantes de acoplamento (J) registradas em
Hertz (Hz). Os dados espectrais foram processados no software ACD/RMN Processor
Academic Edition (ACD/Labs).

4.4 Coleta e identificacdo botanica

O material botanico de P tuberculatum foi coletado no Museu da Amazonia
(MUSA), situado na éarea urbana da cidade de Manaus — Amazonas, com latitude
3°00°75” S e longitude 59°93°97” W. A espécie foi identificada pela profa. Dra.
Micheline Carvalho Silva do Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia.
Uma exsicata sob o numero HUAM 12425 foi depositada no Herbéario da UFAM. O
registro do acesso ao patriménio genético da espécie foi realizado junto ao Sistema
Nacional de Gestdo de Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o codigo AE3F373.

4.5 Processo de secagem e moagem do material boténico

As folhas foram secas a temperatura ambiente por 7 dias. Apds a secagem,
amostra vegetal seca foi pulverizada em moinho de facas e armazenada em recipiente

apropriado para analises posteriores.
4.6  Andlise fitoquimica das folhas de P. tuberculatum
4.6.1 Preparo do extrato metanolico

A amostra pulverizada (62,10 g) foi submetida a extracdo em aparelho
ultrassénico com metanol (1L) por cerca de 30 min. Posteriormente, a amostra foi mantida
em repouso com solvente extrator por cerca de 48 h pelo método de maceracdo, com
renovacdo a cada 48 h (trés repeticdes). Nesse procedimento, em cada etapa de
maceragdo, a mistura era filtrada, o filtrado concentrado em rotoevaporador a presséo

reduzida e temperatura controlada entre 40 e 50°C. Apos isto, foi adicionado em frasco e
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seco sob corrente de nitrogénio. Ao final deste processo, realizou calculo do teor extrativo

e codificacdo da amostra (Fluxograma 1).

Amostra pulverizada
(62,10g)

----------------------------------

= + Suspensdoem MeOH;
» + Filtragao;
i * Rotaevaporador.

---------------------------------

v

Extrato metanolico - EMFPT ¥
12,1716 g (19,6%)

Residuo descartado

Fluxograma 1. Procedimento realizado para obtencéo do extrato metandlico.

4.6.2 Analise espectrométrica do extrato metandlico

O extrato metandlico foi preparado na concentracédo de 1 mg/mL em metanol (grau
CLAE) e posterior analisadas por insercdo direta em espectrometro de massas do tipo ion
trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific), operando com fonte APCI (modo positivo).
Em seguida, alguns fons selecionados foram submetidos a fragmentacéo tandem (MS?).
A faixa de massas analisada foi de m/z 100-1000. Os espectros foram obtidos e

processados através do software Xcalibur® verséo 2.7 (Thermo Scientific).
4.6.3 Fracionamento cromatogréafico do extrato metanolico

O extrato EMFPT (9 g) foi fracionado em coluna cromatogréfica filtrante de silica
gel (70-230 mesh) e eluida em misturas de solventes organico em ordem crescente de
polaridade, conforme a tabela 2, onde utilizou-se 600 mL para o primeiro sistema de
eluente e para os outros sistemas foram 500 mL. Foram coletadas 5 fragdes. As fracdes
foram concentradas em evaporador rotativo e monitoradas por CCD de silica gel de fase
normal e reversa. Apos as analises por CCD, observou que as fracGes nao apresentaram

o perfil de similaridade, sendo assim n&o foram reunidas.

Tabela 2. Sistemas de eluentes utilizados no fracionamento do EMFPT.

Eluentes Fracdes Cadigos Massa () Rendimento (%)
Hex 100% Fr-1 EMFPT-1 0,0215 0,2
Hex/AcOEt 1:1 Fr-2 EMFPT-2 0,9190 7,9
AcOEt 100% Fr-3 EMFPT-3 0,4946 4,0
ACcOEt/MeOH 1:1 Fr-4 EMFPT-4 2,4716 20,3
MeOH 100% Fr-5 EMFPT-5 1,7155 14,1
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Foram separados e enviados 10 mg de cada fragdo (Fr 1-5) para a realizacdo dos
ensaios de atividade larvicida frente a A. aegypt no Laboratorio de Maléaria e Dengue
(LMD) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

4.6.4 Andlise espectrométrica das fracdes obtidas na coluna filtrante

As fragOes foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em metanol (grau
CLAE) e posterior analisadas por insercdo direta em espectrometro de massas do tipo ion
trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific), operando com fonte APCI (modo positivo).
A faixa de massas analisada foi de m/z 100-1000. Os espectros foram obtidos e

processados através do software Xcalibur® versdo 2.7 (Thermo Scientific).
4.6.5 Fracionamento e isolamento da fragdo EMFPT-3

Com base nos resultados do ensaio larvicida, a fracdo EMFPT-3 foi selecionada
para analises por CLAE em escala analitica e semipreparativa. A fracdo EMFPT-3 foi
solubilizada em metanol grau HPLC a 1 mg/mL. Em seguida, foi analisada por CLAE-
UV/Vis, utilizando-se cromatografo modelo UFLC® (Shimadzu). A separagdo
cromatografica foi realizada em coluna analitica de fase reversa C18 (5um, 150 x 460
mm) Phenomenex, empregando o seguinte gradiente de elui¢do: 0-15 min, 50-100% B; 15-
20 min, 100% de B a fluxo de 1,0 mL/min. A fase movel constituiu-se de solventes
binarios: 4gua Milli-Q (A) e metanol (B). O detector na faixa fixa de 280 e 300 nm.

Apds a otimizacdo do método e os reajustes da condicdo cromatografica no modo
analitico e os devidos célculos escalonados, o isolamento das substancias foi realizado
por CLAE-UV/Vis semipreparativo, utilizando-se um cromatdgrafo cromatografico
modelo UFLC® (Shimadzu). Para isso, cerca de 30 mg da fracgdo EMFPT-3 foi
solubilizada em 150 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) grau CLAE, sendo realizado o
isolamento em coluna Luna C18 (5um, 250 x 10 mm) Phenomenex, empregando o
seguinte gradiente de eluigdo: 0-15 min, 50-100% B; 15-20 min, 100% de B a fluxo de
3,5 mL/min, monitorado canais de UV de 280 e 300 nm, sendo coletadas 11 subfracdes.
Posteriormente, essas subfracdes foram analisadas por APCI-MS e MS?, e as com maior

grau de pureza foram encaminhas para analise de RMN 1D e 2D.
4.7 Ensaio larvicida
4.7.1 Ensaio larvicida frente as larvas de A. aegypti

O teste para identificar acdo larvicida dos extratos e fragdes obtidos de P.
tuberculatum foi realizado no Laboratério de Malaria e Dengue no Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia, coordenado pelo Dr. Rosemary Aparecida Roque. Seguindo as
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Diretrizes de Testes Larvicidas em Laboratério e Campo do protocolo da Organizagéo
Mundial de Saude (WHO, 2005), com algumas modifica¢gdes. Todos os ensaios foram

conduzidos 28 + 2 °C e 70-85% de umidade relativa.

4.7.1.1 Preparo das amostras do extrato e fracoes
As aliquotas do extrato metanolico e das fragdes (10 mg) foram dissolvidas em 1
mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 100 mL de &gua destilada, e transferidas para
recipientes de plasticos de 250 mL. Posteriormente, foram adicionadas, 10 larvas de 3°
estagio de A. aegypti. Paralelamente, foi realizado o controle negativo, onde foi utilizado
1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 100 mL de agua destilada. As mortalidades das
larvas foram registradas em intervalos de 24 h ap6s o tratamento. O percentual de

mortalidade em cada concentracéo foi calculado usando a formula (1):
LM
Mortalidade (%) = 7 X 100

Onde:
LM: Larvas mortas;
LT: Larvas totais.

Sendo consideradas ativas ao causar a morte de > 50% das larvas de A. aegypti.

4.7.1.2 Preparo das amostras das substancias isoladas

As larvas de terceiro estagio de A. aegypti foram distribuidas em cinco recipientes
de plasticos (200 mL) contendo 99 mL de &gua destilada e cinco concentracfes das
substancias isoladas da fragdo EMFPT-3, piplartina, cis-piplartina e 4,5-
diidropiperlonguminina (10 a 50 pg/mL), ambas preparadas em 1 mL de DMSO. O
controle negativo (DMSQO) também foi avaliado nessas concentracbes. O controle
positivo a-cipermetrina foi avaliado em concentragdes variando de 0,13 a 0,65 pg/mL.
Os ensaios foram realizados em quintuplicata. A porcentagem de atividade larvicida em

cada concentracdo foi calculada ap6s 24 h usando a formula 1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Perfil quimico do extrato metanodlico das folhas de P. tuberculatum por

espectrometria de massas

O espectro de massas full scan do extrato metandlico (Figura 15), no modo
positivo, exibiu um perfil complexo, com diversos ions protonados na faixa de m/z 100-
600, destacando-se o pico de maior intensidade de m/z 318, e outros ions menos intensos
de m/z 274 e 276. Esses ions detectados destacados foram submetidos ao processo de
fragmentacio em tandem (MS?) e comparados com a literatura (LIU et al., 2013;
CHANDRA et al., 2015).

Figura 15. Espectro de massas full scan em fonte APCI, no modo positivo do extrato metanélico de P.
tuberculatum.
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O espectro de APCI-MS? do ion de m/z 318 [M+H]* (Figura 16), apresentou uma
perda principal neutra de 97 Da (-CsH7NO, m/z 318— m/z 221), correspondente a ruptura
heterolitica da ligacdo amida no anel lactamico, o qual resultou na formacéo do pico base,
o0 ion acilio. Esta proposta mecanicista de fragmentagdo (Figura 17) é compativel para
amida piplartina (SILVA-JUNIOR, 2017), sendo previamente reportada em espécies de
Piperaceae como Piper longum L, P. nigrum e P. tuberculatum (SILVA, 2019).
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Figura 16. Espectro de APCI-MS? (no modo positivo) do fon de m/z 318, presente nas folhas de P.

tuberculatum
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Figura 17. Proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 318
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O espectro de APCI-MS? do ion de m/z 276 [M+H]* (Figura 18) apresentou trés
fragmentacfes competitivas, na qual a primeira é a perda neutra de 73 Da (-CsHgN, m/z
276 — m/z 203), a segunda € a perda neutra de 115 Da (-CeH13NO, m/z 276 — m/z 161)
e a ultima perda de 141 Da (-CgH1sNO, m/z 276 — m/z 135), o que resulta na formacéo
do ion de m/z 203, m/z 135 e m/z 161, respectivamente, sendo compativeis com o padrdo
de fragmentacéo (Figura 19) da amida 4,5-diidropiperlonguminina, previamente reportada
em P. longum (LIU et al., 2013).
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Figura 18. Espectro de APCI-MS? ( no modo positivo) do fon de m/z 276, presente nas folhas de P.
tuberculatum.
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Figura 19. Proposta de fragmentacdo para o ion de m/z 276
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O espectro de APCI-MS? do jon de m/z 274 [M+H]* (Figura 20) apresentou duas
fragmentacfes competitivas, na qual a primeira € a perda neutra de 73 Da (-CsHgN, m/z
274— m/z 201 ) e a segunda € a perda neutra de 139 Da (-CsH13NO, m/z 274 — m/z 135)
0 que resulta na formacdo no ion de m/z 201 e m/z 135, respectivamente, sendo
compativeis com o padrdo de fragmentacdo (Figura 21) da amida, piperlonguminina,

previamente reportada em P. longum (LIU et al., 2013).
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Figura 20. Espectro de APCI-MS? (no modo positivo) do fon de m/z 274, presente nas folhas de P.
tuberculatum.
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A analise do perfil quimico através da APCI-MS? com inserc&o direta da amostra,
possibilitou anotacGes de substancias conhecidas, como as trés amidas denominadas:
piplartina de m/z 318; 4,5 diidropiperlonguminima de m/z 276 e piperlonguminima de m/z
274,

5.2 Anélise por CLAE-UV/Vis e isolamentos das substancias de EMFPT-3

O cromatograma CLAE-UV/Vis da fracio EMFPT-3 (Figura 22) mostrou a
presenca de pelo menos 6 picos cromatograficos majoritarios (3, 5, 6,9, 10 e 11) e 5 picos
cromatograficos minoritarios (1, 2, 4, 7 e 8). Assim, todos esses compostos foram
submetidos a andlise por meio de espectrometria de massas com fonte APCI-MS.
Posteriormente, analisados por fragmentacdo tandem MS2, sendo as amostras
promissoras representadas na Tabela 3. Os espectros de full scan confirmaram a presenga
dos ions de m/z 276 e 318 descritos no item 5.1, como sendo 0s picos 6 e 7,

respectivamente.
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Figura 22. Cromatograma da fragdo EMFPT-3 em CLAE-UV/vis (280 e 320nm)
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Tabela 3. Picos anotados da fragdo EMFPT-3 em CLAE-UV e EM

_ Cédigo das tR [M+H]*
Pico ) MS?
amostras (min) (m/z)
3 PTF-03 8,2 318 221
6 PTF-06 10,6 318 221
7 PTF-07 12,5 276 203, 161, 135 e 203

5.3 Determinacdo estrutural da amostra PTF-03

A amostra PTF-03 (1,5 mg), apresentou-se como solido cristalino branco. No
espectro de massas full scan (Figura Al, p. 68) foi observado o pico base de m/z 318
[M+H]" e ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A2, p. 68) apresentou uma perda
inicial de 97 Da, gerando o ion de m/z 221, estando esta perda de acordo com a estrutura
da amida piplartina, previamente reportada em espécies de Piperaceae (NAVICKIENE et
al., 2000).

No espectro de RMN de 'H (Figura 23) da amostra PTF-03, observou-se um
simpleto em &n 6,75 (2H; s; H-11/ H-15), referente a presenca de um sistema aromatico
tetrasubstituido e simétrico. Observou-se também, sinais de prétons olefinicos do tipo
vicinal, conjugados a carbonila, em &n 6,41 (1H; d; J=12,8 Hz; H-8) e 61 6,68 (1H; d; J=
12,8 Hz; H-9), com constantes evidenciando acoplamento cis, bem como a presenca de
outros sinais de protons olefinicos em 6n 6,91 (1H; dt; J= 9,8 e 4,4 Hz; H-4) e 61 5,92

(1H; dt; J= 9,8 e 1,8 Hz; H-3), ambos acoplados por uma constante tipica de prétons
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vicinais trans. Ainda, foram observados acoplamento alilico entre 0 H-3 com o préton
em ox 2,31 (2H; ddt; J=6,3; 4,2 e 1,7 Hz; H-5), bem como o H-4 acoplando com H-5 com
uma constante de 4,1 Hz. Por sua vez, observou-se um tripleto em on 3,95 (2H; t; J=6,4
Hz; H-6), consistente com a presenca de protons metilénicos proximo ao atomo
eletronegativo (nitrogénio). Na regio alifatica, foi possivel observar sinais caracteristicos

de protons metoxilicos de éter aromaticos em 8n 3,77 (3H; s) e em 3,70 (6H, s). H

Figura 23. (A) Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da amostra PTF-03 (B) ampliacéo da regido
dos prétons alifaticos e (C) ampliagdo da regido dos prétons aromaticos e olefinicos.
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Através dos dados espectrais de RMN de H (Tabela 4), acompanhado com as
andlises de espectrometria de massas, além da comparagdo aos dados espectrais descritos
da literatura (NAVICKIENE et al., 2000), foi possivel confirmar a amostra PTF-03

(Figura 24), como a amida isbmero da piplartina, denominada cis-piplartina.

Figura 24. Estrutura da amida PTF-03

H,CO. 12 2

9

OCH 3 6 4
5
Tabela 4. Dados de RMN de 'H da amostra PTF-03
PTF-03 (Cis Piplartina)
Posicéo SH SH

(multiplicidade; J em Hertz)® | (multiplicidade; J em Hertz)®

2 -
3 5,92 (dt; 9,8; 1,8) 1H 5,98 (dt; 9,7; 1,9) 1H
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4 6,91 (dt; 9,8; 4,4) 1H 6,89 (dt; 9,7; 4,3) 1H
5 2,31 (ddt; 6,3; 4,2; 1,7) 2H 2,39 —2,42 (m) 2H
6 3,95 (t; 6,4) 2H 3,97 (t; 7,0) 2H
7 - -
8 6,41 (d; 12,8) 1H 6,48 (d; 12,4) 1H
9 6,68 (d; 12,8) 1H 6,71 (d; 12,4) 1H
10 - -
11e15 6,75 (s) 2H 6,76 (s) 2H
12 - -
13 - -
14 - -
OCHjs 3,80 (s), 6H 3,84 (s) 6H
OCH;s 3,87 (s), 3H 3,85(s) 3H

2 0 experimento foi realizado a 500MHz para *H em MeOD, utilizando o TMS como padréo interno.
b Dados da literatura de acordo NAVICKIENE et al., 2000 (*H em CDClz 200 MHz)

5.4 Determinacdo estrutural da amostra PTF-06

A amostra PTF-06 (1,2 mg), apresentou-se como solido cristalino branco. No
espectro de massas full scan (Figura A3, p. 69) foi observado o pico base de m/z 318
[M+H]" e ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A4, p. 69) apresentou uma perda
inicial de 97 Da. Como descrito anteriormente, esta perda é consistente com a amida
piplartina, previamente reportada em espécies de Piperaceae (NAVICKIENE et al.,
2000).

A partir da anélise do espectro de RMN de *H (Figura 25), verificou-se que a
substancia PTF-06 apresenta semelhanca estrutural com a substancia PTF-03. Entretanto,
a diferenca observada foi dos valores das constantes de acoplamento entre os protons
olefinicos H-8 (1H; d) e H-9 (1H; d), ambos com J= 15, 6 Hz, caracteristicos de prétons
vicinais trans.

Foi observado também, na regido aromatica um sinal én 6,91 (2H; s; H-11/ H-15),
indicando a presenca de um sistema aromatico tetrasubstituido e simétrico. Além disso,
observaram-se os protons vinilicos em 6n 6,03 H-3 (dt, 1H, J=9,7 e 1,8 Hz) e o1 7,09 H-
2 (dt, 1H, J=9,7 e 4,4 Hz), com constantes evidenciando acoplamento cis.

Na regido alifatica, verificara-se dois grupos metilénicos em 6w 2,59 (2H; ddt; 1H,
J=6,4; 4,3e1,8Hz; H-5)e 61 3,99 (2H; t; J=6,5 Hz H-6), sendo este ultimo deslocamento
caracteristico de metilénico préximo a atomo eletronegativo (nitrogénio). Ainda, a

presenca de protons metoxilicos em on 3,89 (6H; s) e em 3,87 (3H; ).
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Figura 25. (A) Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da amostra PTF-06 (B) ampliacdo da regido

dos prétons alifaticos e (C) ampliacdo da regido dos prétons aromaticos e olefinicos.
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Através dos dados espectrais de RMN de 'H (Tabela 5), acompanhado com as
andlises de espectrometria de massas, além da comparacgéo aos dados espectrais descritos
da literatura (SILVA-JUNIOR et al., 2017), foi possivel sugerir a substancia PTF-06

(Figura 26), como a amida piplartina.

Figura 26. Estrutura da amida PTF-06

Tabela 5. Dados de RMN de *H da amostra PTF-06

PTF-06 (Piplartina)

Posicéo Ou Sy

(multiplicidade; J em Hertz)? | (multiplicidade; J em Hertz)®

2 - -

3 6,03 (dt; 9,7; 1,8) 1H 6,03 (dt; 9,7; 1,6) 1H
4 7,09 (dt; 9,7; 4,4) 1H 6,94 (dt; 9,7; 4,1) 1H
5 2,59 (ddt; 6,4; 4,3; 1,8), 2H 2,47 (m) 2H

6 3,99 (t; 6,5), 2H 4,03 (t; 6,4) 2H

7 - -
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8 7,39 (d; 15,6) 1H 7,41 (d; 15,6) 1H
9 7,63 (d; 15,6) 1H 7,66 (d; 15,6) 1H
10 - -
11/15 6,93 (s) 2H 6,79 (s) 2H
12 - -
13 - -
14 - -
OCHs 3,89 (s), 6H 3,88 (s) 6H
OCHs 3,81 (s), 3H 3,86 (s) 3H

2 O experimento foi realizado a 500MHz para *H em MeOD, utilizando o TMS como padréo interno.
b Dados da literatura de acordo DA SILVA-JUNIOR et al., 2017 (*H em CDCl3500 MHz)

5.5 Determinacdo estrutural da amostra PTF-07

A amostra PTF-07 (1,5 mg), apresentou-se como soélido cristalino amarelo. No
espectro de massas full scan (Figura A6, p. 69) observou-se o0 pico base de m/z 276
[M+H]". O espectro de MS?da amostra (Figura A7, p. 70) evidenciou perdas competitivas
de 73 Da; 141 Da e 115 Da.

No espectro de RMN de *H da amostra PTF-07 (Figura 27) foram observados na
regido dos prétons aromaticos sinais em on 6,64 (1H; dd, J=7,9 e 1,4 Hz; H-6’), 6H 6,69-
6,71 m (2H; H-2°/H-5). Observou-se ainda, na regido dos protons olefinicos, a presenca
de dois duplos tripletos, em 61 6,76 (1H; dt; J = 15,3 € 6,9 Hz; H-3) e 61 5,89 (1H; dt; J
= 15,3 e 1,5 Hz; H-2) indicando acoplamento trans. Adicionalmente, foi observado sinal
em dx 5,88 (2H; s, -OCHpy), tipicos de préotons do grupo metilenodioxi.

Na regido dos protons alifaticos foram observados sinais caracteristicos do grupo
isobutila, onde observou-se um dubleto em 6+ 0,90 (6H; d, J = 6,6 Hz; H-3” /H-4”),
atribuido aos prétons metilicos, bem como a presenca de sinais em 841,76 (1H; non; J =
6,7 Hz; H-2") e 61 3,03 (2H; d, J = 7,3; Hz H-1”), referente aos protons do grupo metino
e metilénico, respectivamente. Ainda foram observados um duplo quarteto em on 2,46
(2H;dg,J=7,3e 1,5 Hz; H-4) e um tripleto em 612,68 (2H; t, J = 7,5 Hz; H-5), referente

aos protons metilénicos.
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Figura 27. (A) Espectro de RMN de 1H (MeOD, 500 MHz) da amostra PTF-07 (B) ampliacdo da

regido dos prétons aromaticos e olefinicos, e (C) ampliacdo da regido dos prétons alifaticos.

METHANOL-d4

.esp

PTF-07.011

<

Bmw.o
vog.ou.

Y0SL'T
LT
8LLLT
ST6L'T
08T
6.18'T
9Lyy'e
90SY'¢
€197’
rov'e
66.7¢C
ST.9C
¢989'¢C
600LC
§L20°€
w@voe

0/18'G
8.88'G
1068'G
¢ST6'G
T6T6'G
02¢6'S
G679°9
7€59'9
§769°9
§969'9
¥00L'9
¢0TL'9
1911°9

1.24

1]

\

1.98 2.112.16
U
3.0

T
S
-

T
@
c

LA L L) L L |
N9 v
o o o

Ausuaiu| pazifewioN

T
@
)

T
~
<]

0.5

2.0 1.5 1.0

25

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35
Chemical Shift (ppm)

7.0

~
o

0.6

0
=]

< @
o o
Ausuaiu| paziewion

0.2

0.1

Chemical Shift (ppm)




N DONM®®OD OO NI O S =
s FRIISER NIST AN S QQ o
O @ - ~NN~NOCOWnS M HAd O OO~ O LWUOMm b
NNV @ © M M o
o N o N AN AN AN Rl B e B B B B B ] o
Al L e N
=
‘B
=4
2
£
E=1
5}
N
©
E
S
=z
I
! I
! I
[
n || |
A
211 2.16 1.24 6.00
— | - =]
— 71— T — T T T —
2.5 2.0 1.5 1.0

Chemical Shift (ppm)

Através do mapa de contorno COSY H-'H (Figura 28) foram observadas as

correlagbes homonucleares dos seguintes sinais dos prétons entre 611,76 (H-2”) e 61 0,90
(H-3” /H-4”); 81 3,03 (H-1") e &1 1,76 (H-2"), com acoplamentos 3J. Além dos sinais
entre & 6,76 (H-3) e on 2,46 (H-4) com acoplamento J; 61 6,76 (H-3) e 64 5,89 (H-2),
indicativo da existéncia de um sistema trans-olefinicos, e ainda correlacéo entre o4 5,89

(H-2) e 81 2,46 (H-4) com acoplamento 4J indicando um sistema alilico.

Figura 28. Mapa de correlagdo COSY (A) ampliacéo da regido dos prétons olefinicos (B) ampliacéo da
regido dos prdtons alifatico e (C) ampliacdo da regido dos prétons olefinicos.
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Ao analisar o mapa de contorno HSQC (Figura 29) foi possivel assinalar todos o0s
carbonos hidrogenados da substancia. Onde, observou-se as correlagdes do multipleto na
regido dos protons aromaticos em dn 6,69 — 6,71 (H-2°/H-5") com o sinal de carbono em
dc 108,1 (C-2°/C-5), bem como a correlagéo do duplo dubleto em 61 6,64 (H-6’) com
carbono em 3¢ 121,2, evidenciando um sistema aromatico.

Na regido dos prétons olefinicos, os dois duplos tripletos em 64 6,76 (H-3) e 6n
5,89 (H-2), foram atribuidos aos deslocamentos em &¢ 143,3 (C-3) e 6c 124,0 (C-2). Além
do mais, o singleto em én 5,88 (-OCH-0) foi atribuido ao deslocamento em 6¢ 100,6 (-
OCH:0).

Os sinais dos protons do grupo isobutila foram observados pela correlagédo do sinal
do proton metilénico em 61 3,03 (H-1"") com 6¢ 46,1 (C-17), do préton metino em oH 1,76
(H-2”) com &c 28,2 (C-2”) e os protons do grupo metila em on 0,90 (H-3” /H-4"") com ¢
19,3 (C-3” / C-4”). Pelo valor da integracdo (6H) verificada para o grupo metila,
confirmou a presenca desses protons em ambientes quimicos equivalentes. Ainda foi
possivel visualizar as correlagdes dos protons metilénicos em on 2,69 (H-5) e 61 2,46 (H-

4) correlacionado com os carbonos em &¢ 33,9 (C-5) e 6¢ 33,4 (C-4), respectivamente.
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Figura 29. Mapa de correlagdo HSQC (A) ampliacdo da regido dos prétons alifaticos (B) ampliacdo da
regido dos prétons olefinicos e aromaticos.
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Através do mapa de contorno HMBC (Figura 30) foi possivel observar as
correlagBes a longa distancia dos H-C (%J e 3J).

A confirmacéo do grupo isobutila da estrutura ficou pelas correlagdes em & 0,96
(H-3”/ H-4”) correlacionado a 2J com o sinal do carbono em §¢ 28,4 (C-2”), e 3J com o
carbono em 8¢ 46,8 (C-17). Ainda, em &n 3,03 (H-1") correlacionando em 2J com o sinal
do carbono em §¢ 28,4 (C-2”), e 3J com o carbono em ¢ 19,3 (C-3”/ C-4”). Além disso,
correlagio em 2] foi observada em &n 1,78 (H-2") com os sinais do carbono em &c 46,8
(C-17) e 8¢ 19,3 (C-3” / C-47).

O sinal dos protons olefinicos 6H 5,89 (H-2) e 6H 6,76 (H-3) apresentaram

principais correlagdes com os carbonos em oc 33,4 (C-4), 6c 167,4 (C-1), esta ultima
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determina a posi¢do do carbono quaternario do grupo amida da estrutura. Os protons
metilénicos foram confirmados pelas correlagbes de & 2,46 correlacionado a 2J com o
sinal dos carbonos em 8¢ 143,3 (C-3), e 3J com o carbono em 8¢ 120,0 (C-2), 5c 134,5 (C-
1) e, também pelas observagdes do sinal em & 2,67 correlacionado a 2J com o sinal dos
carbonos em &c 33,4 (C-4), ¢ 134,5 (C-1"), sendo esta ultima confirmando a presenca do
carbono quaternério do anel aromatico.

Ainda o grupo metilenodioxi substituido em C-3’ e C-4’ foi confirmado pela
correlacéo de & 5,88 a 2J com o sinal dos carbonos em ¢ 145,5 (C-3°), 5c 147,5 (C-4°).

Figura 30. Mapa de correlacdo HSQC
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Através dos dados espectrais de RMN de *H, COSY, HSQC e HMBC (Tabela 6),
acompanhado com as analises de espectrometria de massas, além da comparacdo aos
dados espectrais descritos da literatura (BERNARD et al., 1995; NAVICKIENE et al.,
2000), foi possivel confirmar a substancia PTF-07 (Figura 31), como a amida 4,5

diidropiperlonguminina.

Figura 31. Estrutura da amida PTF-07




Tabela 6. Dados de RMN da amostra PTF-07
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PTF-07 45dihidropiperlongumina
Posicéo SH? i
3¢t o HMBC? (multiplicidade; J em o
(multiplicidade; J em Hertz)?
Hertz)®
1 167,4 - - - 166,0
2 120,0 5,89 (dt; 15,3; 1,5) 1H 33,9;167,4 5,96 (dt; 15,2; 1,5) 1H 120,8
3 1433 6,79 (dt; 15,3; 6,9) 1H 33,9; 167,4 6,75 (dt; 15,2; 7,5) 1H 142,6
4 339 2,46 (dq; 7,3;1,5) 2H 33,4;120,0; 134,5; 2,44 (dq; 7,5;1,5) 2H 338
143,3
5 334 2,68 (t;7,5)2H 107,9; 120,0; 134,5; 2,69 (t;7,5) 2H 34,1
339
I 1345 - - - 1354
2 108,1 6,69-6,71 (m) 1H 46,8; 19,3 6,79 (d; 1,7) 1H 108,1
3’ 1455 - - - 145,6
4’ 1475 - - - 147,5
5’ 108,1 6,69-6,71 (m) 1H - 6,75 (d; 7,9) 1H 108,8
6 1212 6,64 (dd; 7,9; 1,4) 1H - 6,64 (dd; 7,9;1,4) 1H | 1211
1” 46,8 3,03 (d; 7,3) 2H 284;19,3 3,16 (t; 6,9) 2H 46,7
27 284 1,76 (non; 6,7) 1H 46,1; 19,3 1,77 (non; 6,9) 1H 28,6
37 19,3 0,90 (d; 6,6) 6H 28,2; 46,7 0,89 (d; 6,9) 6H 20,1
4” 19,3 0,90 (d; 6,6) 6H 28,4, 46,7 0,89 (d; 6,9) 6H 20,1
OCH:0 | 100,6 5,88 (s) 2H 145/5; 147,5 5,95 (s) 2H 100,7

2 O experimento foi realizado a 500MHz para *H em MeOD, utilizando o TMS como padréo interno.
b Dados da literatura de acordo BERNARD et al., 1995 (*H em Acetona-d, 100 MHz)
¢ Dados da literatura de acordo NAVICKIENE et al., 2000 (**C em CDCI3, 50 MHz)
d0Os carbonos hidrogenados e quaternarios foram assinalados por meio dos dados de HSQC e HMBC, respectivamente.

5.6 Atividade larvicida frente as larvas de A. aegypti

5.6.1 Atividade larvicida do extrato metandlico e fragdes das folhas de P. tuberculatum

Os resultados da atividade larvicida com o extrato metandlico e fracGes de P.

tuberculatum, avaliados na concentragdo de 100 pg/mL frente as larvas de A. aegypti,

apos 24 h de exposicdo, sdo apresentados na figura 32. Entre as amostras avaliadas, as
fragdes EMFPT-2, EMFPT-3 e EMFPT-4 demonstraram o maior potencial larvicida,

com uma taxa de mortalidade larval registrada entre 94% e 100%. A fracdo EMFPT-1

causou uma mortalidade de 81%. Por outro lado, tanto a EMFPT-5 quanto o EMFPL

apresentaram um menor potencial larvicida, resultando em uma taxa de mortalidade de

60%. Nao foi observada mortalidade no grupo controle negativo (DMSO).



56

Figura 32. Atividade do extrato e fragdes frente a larvas de A. aegypti
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Pohlit et al. (2004) avaliaram atividade larvicida do extrato metanodlico das folhas
de P. tuberculatum frente as larvas de A. aegypti, apresentando mortalidade de 100%,
apos 24 h de aplicacdo na concentracdo de 500 pg/mL. Portanto, o resultado obtido neste
trabalho e com a literatura reforca que o extrato metandélico de P. tuberculatum e a sua
utilizacdo pode ser promissor como método alternativo no controle de mosquitos vetores

da dengue.
5.6.2 Atividade larvicida das substancias isoladas das folhas de P. tuberculatum

As substancias isoladas da fragdo EMFPT-03, cis-piplartina (PTF-03), piplartina
(PTF-06) e a 4,5-diidropiperlonguminina (PTF-07), foram avaliadas como agentes de
mortalidade das larvas de A. aegypti, na concentracao de 10 a 50 pg/mL. Os tratamentos
dos dados obtidos com a quantidade de larvas mortas foram realizados com base na
concentracdo letal 50% (CLso) e concentracdo letal 90% (CLgo). Os resultados séo

expressos a seguir, na tabela 7.
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Tabela 7. Atividade larvicida frente as larvas de A. aegypti das substancias isoladas da fracgdo EMFPT-03
(cis-piplartina, piplartina e, 4,5-diidropiperlonguminina).

Concentragoes | Mortalidade | CLso (ug/mL) | CLgo (ug/mL)
Amostras
(ug/mL) (%)
10 542
20 36+5
o ) 23,77 45,52
Cis-piplartina 30 615
(22,060-25,464) | (41,440-51,225)
40 8114
50 97 +2
10 210
20 22+6
. . 30,18 60,93
Piplartina 30 495
(28,091-32,10) (54,101-71,453)
40 6916
50 8l1+1
10 2+0
20 21+4
. . - 29,04 53,05
4,5-diidropiperlonguminina 30 514
(27,199-30,938) | (48,178-60,148)
40 71+5
50 92+3
0.13 1+0
0.26 25+6
. 0,35 0,650
a-Cypermethrin 0.39 57+6
(0,331-0,378) (0,593-0,733)
0.52 79+5
0.62 91+5

Conforme observado na tabela 7, as amidas cis-piplartina e piplartina, isoladas das
folhas de P. tuberculatum exibiram importante atividade larvicida contra A. aegypti,
causando mortalidade variando de 2 £ 0 a 97 + 2% e CLso de 23,77 e 30,18 pg/mL,
respectivamente, quando comparados ao controle positivo, que apresentou atividade
larvicidade 1+ 0a 91 + 5 e CLso de 0,35 pg/mL.

Com relacdo a amida cis-piplartina, observa-se atividade larvicida nas trés
maiores concentragdes testadas (30, 40 e 50 pug/mL), com percentuais de mortalidade de
61 £ 5, 81 + 4 e 97 + 2%, respectivamente, em 24 h de exposi¢cdo. Nas demais
concentragOes, a mortalidade foi inferior a 50% na leitura de 24 h. Este € o primeiro relato
de atividade larvicida contra A. aegypti para esta substancia.

A amida piplartina, nas duas maiores concentracbes (40 e 50 pg/mL)
apresentaram percentuais de mortalidade elevadas de 71 + 5% e 81 = 1%,

respectivamente. Estudos realizados por Maleck et al. (2014) também avaliaram a
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piplartina, no entanto em sete concentragfes (1, 10, 30, 50, 70, 100 e 300 pg/mL), em
larvas de terceiro instar de A. aegypti, estes autores observaram percentual de mortalidade
elevada de 100%, somente na maior concentracdo (300 pg/mL) e nas concentracdes
inferiores ndo apresentaram atividade larvicida. Comparando a substancia avaliada neste
trabalho com a literatura, este estudo mostrou que na concentragdo de 50 pg/mL,
observou-se atividade mais significativa do que reportada na literatura.

A amida 4,5-diidropiperlonguminina, apresentou atividade larvicida elevada com
percentuais de 71 + 5 % e 92 + 3 %, nas concentracdes (40 e 50 pug/mL), respectivamente.
N&o hé relato na literatura de bioensaios em larvas de terceiro instar de A. aegypti para
esta amida isolada.

De acordo com a investigacdo de Garcez et al. (2013), foi observado que de onze
substancias ativas testadas na familia Piperaceae frente larvas de A. aegypti, dez ocorrem
no género Piper e sdo pertencentes as amidas. Isso ressalta a importancia do estudo desse
género, pois a significativa atividade larvicida apresentada pelo género pode ser atribuida

a presenca de composto contendo amidas.
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6 CONCLUSAO

A partir do estudo fitoquimico dos constituintes quimicos do extrato metanélico
bruto das folhas de P. tuberculatum realizados por métodos cromatograficos classicos e
moderno, bem como métodos espectroscopios e espectrométrico (RMN 1D e 2D; EM), a
(EMFPT-3) resultou no isolamento e identificagdo das amidas cis-piplartina (21),
piplartina (23) e 4,5-diidropiperlongumina (29), todas j& reportados para a espécie P.
tuberculatum.

O extrato metanolico bruto das folhas de P. tuberculatum apresentou atividade
larvicida frente larvas de A. aegypti, com mortalidade de 60%, em 24 h. Enquanto, as
fracOes codificadas EMFPT-2; EMFPT-3; EMFPT-3, apresentaram atividade larvicida
com mortalidade de 92 a 100%. Esses resultados corroboram com o potencial larvicida
de extratos vegetais brutos de espécies do género Piper.

As amidas isoladas cis-piplartina, piplartina e 4,5-diidropiperlongumina
apresentaram atividade larvicida elevada frente larvas de A. aegypti com 50 pg/mL, apos
24 h de exposicdo, demonstrando ser uma alternativa viavel no controle do vetor da
dengue. Sendo este trabalho o primeiro trabalho a reportar atividade larvicida das amidas
cis-piplartina e 4,5-diidropiperlongumina frente vetores da dengue.

Assim, este presente trabalho contribuiu para conhecimento quimico e bioldgico
do género Piper e da espécie botanica investigada. Além disso, os resultados obtidos
reforcam o potencial larvicida de P. tuberculatum frente larvas de A. aegypti, bem como
amidas isoladas cis-piplartina, piplartina e 4,5-diidropiperlongumina como possivel
indicador da atividade larvicida do extrato metandlico, podendo ser sugeridas como fonte

larvicida promissoras.
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ANEXOS

Figura Al. Espectro de APCI- MS (modo positivo) da amostra PLF-03
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Figura A2. Espectro de APCI- MS? (modo positivo) da amostra PLF-03
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Figura A4. Espectro de APCI- MS (modo positivo) da amostra PLF-06
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Figura A5. Espectro de APCI- MS? (modo positivo) da amostra PLF-06
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Figura A6. Espectro de APCI- MS (modo positivo) da amostra PLF-07
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Figura A7. Espectro de APCI- MS? (modo positivo) da amostra PLF-07
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