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RESUMO

Convolvulaceae Juss. ¢ uma familia de trepadeiras e arbustos composta por espécies de
importancia ecologica e econdmica. [pomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. e I setifera
Poir. sdo ervas daninhas ruderais e perenes, que invadem as pastagens e causam intoxica¢ao
no gado durante a estagdo seca. Suas flores sdo vistosas e coloridas, mas com pouco ou
nenhum odor perceptivel ao olfato humano; seu periodo de floracdo ¢ amplo ¢ ambas as
espécies sdo melitofitas. No presente estudo, os 6leos essenciais (OEs) das folhas de 1. setifera
(estacdo seca) e I. asarifolia (estacdo seca e chuvosa) foram obtidos por destilagdo a vapor por
3 h e o aroma floral das duas espécies foi extraido durante um gradiente sazonal de cinco
meses através do processo de hidrodestilagdo-extracdo simultdnea (DES) por 2 h. A
composi¢do quimica dos OEs e do aroma floral foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) e cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chama (CG-DIC). Para analisar a toxicidade dos principais constituintes
quimicos dos OEs de I setifera e I. asarifolia, foi prevista a atividade inibitdria contra o
citocromo P450 (CYP450) e P-glicoproteina 1 (P-gp) usando algoritmo baseado em
aprendizado de maquina (ML-based), além da aplicacdao de analises in silico para avaliar as
propriedades farmacocinéticas relacionadas a penetragdo da barreira hematoencefalica (BBB)
e a absorcdo gastrointestinal. Para o aroma floral das espécies, andlises de Correlagdo de
Pearson, Componentes Principais (PCA) e Hierdrquica de Agrupamento (HCA) foram
realizadas com os constituintes quimicos com >0,5% da composi¢cdo total. As analises
computacionais indicaram que os constituintes 6xido de cariofileno, cedréxido, pentadecanal,
fitol e derivado de fitol, presentes nos oOleos essenciais destas espécies, podem estar
relacionados a toxicidade delas. A composi¢do do aroma floral de ambas espécies de Ipomoea
apresentou variacdo ao longo do gradiente sazonal. Contudo ndo foi observada correlagdo
entre a variagdo do perfil aromatico de /. setifera e a mudanga do gradiente sazonal, enquanto
que foi observada possivel correlagdo na variacdo do aroma floral de I asarifolia com o

gradiente sazonal estudado.

Palavras-chave: produtos naturais; visitantes florais; melitofilia; ecologia quimica;
sazonalidade; ervas daninhas; farmacocinética.



ABSTRACT

Convolvulaceae Juss. is a family of vines and shrubs composed of species of ecological and
economic importance. Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. and 1. setifera Poir. are
ruderal and evergreen weeds that invade pastures and cause poisoning in livestock during the
dry season. Their flowers are colorful and showy, but with little or no odor perceptible to the
human sense of smell, their flowering periods are wide and both species are melittophilous. In
the present study, the essential oils (EO) from the leaves of 1. setifera (dry season) and /.
asarifolia (dry and rainy season) were obtained by steam distillation for 3h and the floral scent
of the two species was extracted during a gradient five months seasonal by simultaneous
distillation/extraction process for 2h. The chemical composition of EO and floral scent was
determined by gas chromatography coupled to mass spectroscopy (GC/MS) and gas
chromatography with flame ionization detector (GC-FID). The toxicity of the main chemical
constituents of the EOs of I setifera and I asarifolia was predicted the by the inhibition
activity against the cytochrome P450 (CYP450) and P-glycoprotein 1 (P-gp) using a machine
learning-based (ML-based) algorithm, in addition to the application of in silico analyses were
a to assess pharmacokinetic properties related to penetration of the blood-brain barrier (BBB).
Principal Component (PCA) and Hierarchical Clustering (HCA) Analyzes were performed
with the chemical constituents of floral scent with >0.5% of the total composition.
Computational analyzes indicated that the constituents caryophyllene oxide, cedroxide,
pentadecanal, phytol and phytol derivative, present in the essential oils of these species, may
be related to their toxicity. The composition of the floral scent of both [pomoea species varied
along the seasonal gradient. However, no correlation was observed between the variation in
the aromatic profile of I sefifera and the change in the seasonal gradient, while a possible
correlation was observed between the variation in the floral scent of I asarifolia and the

seasonal gradient studied.

Keywords: chemical variability, floral visitors, melittophily, chemical ecology, seasonality,
noxious weeds, pharmacokinetics.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A familia Convolvulaceae Juss. é composta por 1880 espécies de plantas em 59 géneros,
sendo a maioria de seus representantes trepadeiras e ervas com distribuicdo nos tropicos
(AUSTIN & CAVALCANTE, 1982; MITCHELL et al., 2016). Suas folhas sdo alternas,
compostas ¢ inteiras; suas inflorescéncias sdo cimosas, com flores vistosas S5-meras,
gamopétalas, dialissépalas e com cinco estrias mesopétalas; seu fruto é geralmente uma
capsula loculicida seca (OOSTSTROOM & HOOGLAND, 1953; STAPLES, 2012).

A familia ¢é caracterizada por possuir flores vistosas e coloridas, porém com pouco ou
nenhum odor perceptivel ao olfato humano — com exce¢do de Ipomoea alba L. (AUSTIN &
CAVALCANTE, 1982; OOSTSTROOM & HOOGLAND, 1953; STAPLES, 2012). Porém, a
despeito desta biologia floral, a maioria dos polinizadores das espécies desta familia sdo
himenopteros e lepidopteros, organismos atraidos em grande parte por estimulos olfativos, e
uma minoria de espécies € polinizada por passaros — atraidos principalmente por sinais visuais
(KNUDSEN & TOLLSTEN, 1993; KIILL & SIMAO-BIANCHINI, 2011; PAZ & PIGOZZO,
2013).

Algumas espécies do género [pomoea L. sdo consideradas plantas daninhas ou ruderais,
devido ao seu rapido crescimento e ocorréncia em areas de pasto (TIMOSSI & DURIGAN,
2006; SANTOS & GIMENES, 2016).

Dois exemplos sdo Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. e 1. setifera Poir., duas
espécies que ocorrem em quase todas as regides do pais (Flora do Brasil, 2020). Estas plantas
ruderais e sempre verdes invadem pastagens, ocasionando relatos de intoxicagdo do gado via
ingestao de suas folhas e flores durante o periodo de seca, quando ha escassez de alimentos e
elas sdo a unica opgdo de forrageio (AUSTIN & BIANCHINI, 1998; CARVALHO, 2014;
COSTA, 2011). H4 relatos de casos de intoxicacdo por [ asarifolia em bovinos
(CARVALHO, 2014), caprinos (MEDEIROS et al, 2003; ARAUJO et al., 2008; FREITAS
et al., 2011), ovinos (ARAUJO et al., 2008; FREITAS et al., 2011; CARVALHO et al. 2014)
¢ bubalinos (BARBOSA et al., 2005). A toxicidade de uma planta ¢ comumente uma
estratégia de defesa contra a herbivoria (MOORE & JOHNSON, 2017). A intoxicacdo
provocada por . asarifolia e 1. setifera ocorre principalmente no periodo de estiagem, pois
estas espécies invasoras possuem a fisiologia mais resistente a seca e sdo consumidas pelo
gado por falta de alternativa de forrageio, sendo /. asarifolia menos toxica durante o periodo

chuvoso (ARAUJO et al., 2008).
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Os oleos essenciais podem estar dentre as causas de toxicidade de uma planta
(DEHGHANI, 2019; FARHART et al., 2001). Um o6leo essencial pode ser toxico devido
algum constituinte especifico ou pelo efeito sinérgico de vdarios constituintes agindo
conjuntamente (IZUMI et al., 2012; KIM et al., 2012; PINHEIRO et al., 2015). Nao ha
relatos até 0 momento sobre a composi¢ao dos 6leos essenciais de 1. asarifolia ou I. setifera .

Estas duas espécies também estdo entre as Ipomoea com os maiores periodos de
floracdo — I. asarifolia de margo a dezembro e I. setifera o ano inteiro (AUSTIN &
CAVALCANTE, 1982) - sendo ambas as espécies polinizadas possivelmente por abelhas
(SCHLISING, 1970; KIILL & RANGA, 2003).

Aroma, cor, néctar e toxicidade s3o alguns dos sinais fisico-quimicos que as plantas
utilizam para comunicacdo, derivados de seus metabdlitos secundarios (RAGUSO, 2004;
PACINI et al., 2008).

Os estudos das caracteristicas de uma sindrome de polinizagdo permitem desvendar as
interagdes existentes entre as plantas e seus polinizadores, assim como entender os processos
evolutivos por tras destas relagdes (RAGUSO, 2008; GRAJALES-CONESA et al., 2011).

Os compostos volateis do aroma das flores sdo um dos mais antigos sinais utilizados
pelas angiospermas para se comunicar com seus polinizadores (DOBSON 1994;
PICHERSKY & GERSHENZON, 2002; RAGUSO, 2008). Condi¢des ambientais — como
temperatura, umidade, precipitacio e variagdes de sazonalidade — podem influenciar na
composi¢do dos volateis produzidos por plantas (BARMAN & MITRA, 2019; FERNANDES
et al., 2017; GASPAR et al., 2021; JAKOBSEN & OLSEN, 1994; PAUL et al., 2020;
SYAMSUDIN et al., 2019; VALLATet al., 2005).

Desta forma, este estudo tem como objetivos caracterizar os constituintes dos 6leos
essenciais das folhas de I setifera e I. asarifolia, analisar as caracteristicas toxicologicas e
farmacoquimicas de seus constituintes, com intuito de ajudar a compreender os mecanismos
de intoxicacdo causada por estas plantas e analisar o perfil aromatico das flores destas
convolvulaceas ao longo de um gradiente sazonal, observando se ha alteragdes no aroma em
decorréncia da sazonalidade, além dos constituintes com maior variagdo € as possiveis

influéncias na relagao planta-polinizador.
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2. ANALISES IN SILICO DA TOXICIDADE DOS PRINCIPAIS COMPONENTES
DOS OLEOS ESSENCIAIS DE DUAS ESPECIES DE Ipomoea L.

RESUMO: Convolvulaceae Juss. ¢ uma familia de trepadeiras e arbustos composta por
espécies de importancia ecoldgica e econdmica. I[pomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. e
L. setifera Poir. sdo ervas daninhas ruderais e perenes, que invadem as pastagens e causam
intoxicacao no gado durante a estacdo seca. No presente estudo, os 6leos essenciais (OE) das
folhas de /. setifera (estagdo seca) e 1. asarifolia (estagcdes seca e chuvosa) foram obtidos por
destilacdo a vapor, por 3h. A composi¢do quimica dos OE foi determinada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chama (CG-DIC). Para correlacionar a toxicidade dos principais constituintes
quimicos dos OEs de I setifera e I. asarifolia, foi prevista a atividade inibitdria contra o
citocromo P450 (CYP450) e P-glicoproteina 1 (P-gp) usando algoritmo baseado em
aprendizado de maquina (ML-based). Também foram aplicadas andlises in silico para avaliar
as propriedades farmacocinéticas reacionadas a penetracdo da barreira hematoencefalica
(BBB) e a absor¢do gastrointestinal. A composi¢cdo quimica do OE de [ setifera foi
caracterizada por elevados teores de (E)-cariofileno (36,7%) e B-elemeno (20,49%). O OE de
L asarifolia apresentou um derivado fitol como principal constituinte quimico na estagdo seca
(35,49%), porém seu teor foi reduzido na amostra coletada durante a estacdo chuvosa
(10,67%). O (E)-cariofileno também esteve presente nas folhas de 1. asarifolia, mas em niveis
inferiores (15,93 e 19,93%) quando comparados ao OE de I sefifera. As andlises
computacionais indicaram que os constituintes 6xido de cariofileno, cedroxido, pentadecanal
e fitol podem estar relacionados a toxicidade dessas plantas daninhas. Este ¢ o primeiro estudo
a relatar a composi¢do quimica dos OEs de I asarifolia e I. setifera e correlacionar seus

mecanismos moleculares de toxicidade usando abordagens in silico.

Palavras-chave: Ipomoea asarifolia; Ipomoea setifera; ervas daninhas; farmacocinética;

variabilidade quimica,; fitol; 4acido fitanico.

15



IN SILICO ANALYSES OF TOXICITY OF THE MAJOR CONSTITUENTS OF
ESSENTIAL OILS FROM TWO Ipomoea L. SPECIES

ABSTRACT: Convolvulaceae Juss. is a family of vines and shrubs composed of species of
ecological and economic importance. Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. and 1.
setifera Poir. are ruderal and evergreen weeds that invade pastures and cause intoxication in
cattle during the dry season. In the present study, the essential oils (EOs) of the leaves from 1
setifera (dry season) and [. asarifolia (dry and wet seasons) were obtained by steam
distillation for 3 h. The chemical composition of the EOs was determined using gas
chromatography coupled to gas spectrometry (GC/MS) and gas chromatography with flame
ionization detector (CG-FID). To correlate the toxicity of the major chemical constituents of 1.
setifera and I. asarifolia EOs, we predicted the inhibition activity against the cytochrome
P450 (CYP450) and P-glycoprotein 1 (P-gp) using a machine learning-based (ML-based)
algorithm. In silico analyses were also applied to evaluate the pharmacokinetics properties
related to the penetration in the blood-brain barrier (BBB) and gastrointestinal absorption. The
chemical composition of the EO of I sefifera was characterized by high levels of (E)-
caryophyllene (36.7%) and B-elemene (20.49%). The I asarifolia EO showed a phytol
derivative as the main chemical constituent in the dry season (35.49%), and its content was
reduced in the sample collected during the wet season (10.67%). The constituent (E)-
caryophyllene was also present in the leaves of I asarifolia, but at lower levels (15.93-
19.93%) when compared to the EO of I setifera. Our computational analyses indicated that
the constituents caryophyllene oxide, cedroxyde, pentadecanal, and phytol can be related to
the toxicity of these weeds. This is the first study to report the chemical composition of 1.
asarifolia and I. setifera EOs and correlate their molecular mechanism of toxicity using in

silico approaches.

Keywords: Ipomoea asarifolia, Ipomoea setifera, noxious weeds, pharmacokinetics,

chemical variability, phytol, phytanic acid.
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2.1 Introducao

Convolvulaceae compreende cerca de 1660 a 1880 espécies, 59 géneros e 12 tribos
(Mitchell et al., 2016). A familia inclui ervas, arbustos, subarbustos, cipds e, raramente,
arvores (Delgado Junior et al., 2014; Staples et al., 2012). O género Ipomoea L. ¢
caracterizado por espécies com uma grande variedade de metabdlitos secundarios descritos
para diferentes atividades bioldgicas, como antibacteriana, antifiingica, analgésica, anti-
inflamatoria, antinociceptiva, antitumoral e antioxidante (Chan et al., 2016; Manigauha et al.,
2015; Meira et al., 2012; Shamli e Chandra, 2015; Zengin et al., 2017). No entanto, varias
espécies sdo toxicas para o consumo humano e animal (Ferreira e Maruo, 2015).

Ipomoea setifera Poir. ¢ amplamente distribuida na América do Sul e Central e na
Africa (GBIF, 2020a; Plants of the World, 2020a; Tropicos, 2020a), enquanto 1. asarifolia
(Desr.) Roem. & Schult. tem ocorréncia confirmada na América do Sul, Central, Africa
tropical, Leste Asiatico e [ndia (GBIF, 2020b; Khaled et al., 2017; Plants of the World,
2020b; Tropicos, 2020b).

No Brasil, 1. asarifolia e I. setifera ocorrem em quase todas as regides, sendo
consideradas plantas daninhas nocivas, devido ao rapido crescimento e ocorréncia em areas de
pastagem (Flora do Brasil, 2020; Timossi e Durigan, 2006). Essas plantas ruderais invadem as
pastagens e causam intoxicagdo no gado pela ingestdo de suas folhas e flores principalmente
durante a estagdo seca (Austin e Bianchini, 1998; Carvalho et al., 2014; Costa et al., 2011).

A intoxicacdo causada pela ingestdo de folhas de 1. asarifolia j& foi descrita em bovinos
(Carvalho et al., 2014), caprinos (Carvalho et al., 2014; Freitas et al., 2011; Medeiros et al.,
2003), ovinos (Araujo et al., 2008; Carvalho et al., 2014; Freitas et al., 2011), e bubalinos
(Barbosa et al., 2005). . asarifolia pode induzir a sindrome tremorgénica e neurodegeneragao
em animais intoxicados (Carvalho et al., 2014; Freitas et al., 2011; Medeiros et al., 2003).
Além disto, 1. asarifolia causa intoxica¢do aguda, induzindo sintomas em caprinos em até 24
horas apos a ingestdo, enquanto que /. setifera pode causar intoxica¢do cronica (Pinheiro e
Rosa, 2010).

A biossintese de metabolitos secundarios de plantas aromaticas e medicinais ¢
determinada por fatores genéticos (Li et al., 2020; Verma e Shukla, 2015). No entanto, outros
fatores contribuem para a biossintese destes produtos naturais, como temperatura, umidade,
precipitagdo, intensidade da radiagdo solar, sazonalidade, idade, estdgio de desenvolvimento

vegetal e relagdes inter e intraespecificas da planta, que podem causar mudangas significativas
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na producgdo desses metabolitos e, consequentemente, na composi¢do quimica ¢ na atividade
dos o6leos essenciais (OEs) (da Silva et al., 2015; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Nascimento et
al., 2020; Paulus et al., 2013).

A sazonalidade ¢ um fator chave responsavel pela variagdo da composi¢ao quimica € o
rendimento de um OE (da Silva et al., 2015; Figueiredo et al., 2018; Silva et al., 2018). A
intoxicacao causada por estas trepadeiras do género [pomoea ocorre principalmente durante a
estiagem, quando essas espécies invasoras ¢ resistentes a seca sdo consumidas pelo gado
devido a falta de alternativas de forrageamento (Aratjo et al., 2008). No entanto, ndo se sabe
quais compostos destas espécies estdo envolvidos no processo de intoxica¢do. O manejo
adequado dos casos de intoxicagdo de animais da pecudria requer antes uma melhor
compreensdo dos perfis quimicos destas plantas.

Diversas técnicas in vitro tém sido utilizadas para avaliar a absor¢do, metabolismo e
toxicidade de substancias quimicas em células humanas e animais (Twaruzek et al., 2018). Os
métodos in silico sdo alternativas as abordagens experimentais para prever resultados toxicos
de substancias no ambiente ¢ em seres humanos (Lagunin et al., 2018; Li et al., 2017), bem
como para rastrear a bioatividade potencial de compostos (da Costa et al., 2019; Da Costa et
al., 2019; Galucio et al., 2019). As propriedades de absor¢do, distribui¢do, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET) de um composto representam o perfil farmacocinético de sua
estrutura em organismos vivos e desempenha um papel crucial para prever seus efeitos
toxicologicos (Atallah et al., 2013).

A previsao das propriedades ADMET de compostos derivados naturais ou sintéticos
tem sido amplamente aplicada em diferentes estudos para rastrear a biodisponibilidade e
bioatividade de potenciais novos farmacos (Aouidate et al., 2018; da Costa et al., 2019;
Hevener, 2018; Liu et al., 2019; Uba e Yelek¢i, 2018; Weako et al., 2020). Com base nisso,
varios métodos de triagem in silico t€ém sido aplicados para identificar propriedades
farmacologicas e d¢ ADMET de compostos usando célculos fisico-quimicos, bem como para
identificar grupos funcionais toxicos ou instaveis — além destes métodos representarem uma
abordagem menos demorada e mais barata, quando comparados com as técnicas
experimentais (Daina e Zoete, 2016; Dimitri e Lio, 2017; Hutter, 2008).

A toxicidade das plantas costuma ser uma estratégia de defesa contra a herbivoria e ¢
causada pela presenga de uma grande variedade de metabolitos secundarios (Moore e Johnson,

2017). Varios metabolitos de defesa sdo encontrados nos OEs de plantas, causando episodios
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de envenenamento de herbivoros pelo consumo destas (Dehghani, 2019; Farhat et al., 2001).
A toxicidade de um OE pode estar relacionada a um constituinte especifico ou devido ao
efeito sinérgico de varios constituintes potencializando a toxicidade (Izumi et al., 2012; Kim
et al., 2012; Pinheiro et al., 2015).

Estudos envolvendo a avaliacdo da toxicidade dos constituintes quimicos dos OEs de 1.
setifera e I. asarifolia sdo escassos, porém estas informac¢des podem fornecer importantes
esclarecimentos sobre o mecanismo de intoxicagdo destas espécies no gado, assim como a
biodisponibilidade de seus compostos quimicos (Carvalho et al., 2014; Ferreira e Maruo,
2015).

No presente estudo, foi feita e descri¢do da composicao quimica dos OEs de /. setifera
e L. asarifolia e a investigagdo das caracteristicas farmacoldgicas dos principais constituintes
quimicos destes OEs, utilizando filtros quimicos para contribuir com estudos que avaliam os

mecanismos de intoxicacao associados a estas espécies.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Material Vegetal

As folhas de I asarifolia foram coletadas no municipio de Belém (Pard/Brasil) no
Parque de Ciéncia e Tecnologia (Universidade Federal do Pard) na estacdo seca (agosto/2019)
e estacdo chuvosa (janeiro/2020). As folhas de I setifera foram coletadas na mesma
localidade, mas apenas durante a estagdo seca (setembro/2019). Todas as amostras foram
coletadas as 09:00 h. Em seguida, o material vegetal foi seco em estufa de conveccao for¢ada
a 35°C por seis dias, moido e submetido a extracdo de OE.

A identificagdo botanica foi realizada por comparagdo com espécimes auténticos de 1.
setifera e 1. asarifolia e as amostras do material vegetal coletado (/. setifera: MG237128 e 1.
asarifolia: MG237141) foram depositadas no Herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi

(Belém, Para, Brasil).

2.2.2 Extracdo de OE das Folhas
Os OEs de 1. setifera (522,86 g) e I. asarifolia (360,0 g e 382,81 g para a estagdo seca
e chuvosa, respectivamente) foram extraidos por arraste a vapor por 3 horas. Apds a extragao,

os OEs foram centrifugados por 5 min a 3.000 rpm, desidratados com Na;SO4 e armazenados

a-15°C.
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2.2.3 Andlise Quimica

A analise da composi¢do quimica foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (CG-EM), utilizando equipamento Shimadzu Modelo QP 2010 Plus
(Shimadzu, Téquio, Japao), equipado com coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pm
espessura do filme). O hélio foi usado como gas de arraste ajustado para 1,2 mL/min; inje¢ao
sem divisdo de 2 pL de solugdo de hexano (0,5 mL de hexano e 2 pL de 6leo); temperatura do
injetor e da interface 250 ° C; temperatura programada no forno: 60-250 ° C (3 °© C / min);
ionizac¢ao por impacto eletronico a 70 eV, temperatura da fonte de ionizacao e outras partes
220 °C. A quantificagdo dos constituintes foi obtida por normalizacdo da area de pico através
de CG com detector de ioniza¢dao de chama (FID-Model QP 2010, Shimadzu, Téquio, Japao)
nas mesmas condi¢cdes operacionais acima, exceto o gas de arraste que foi o hidrogénio.

Os constituintes foram identificados através da comparagdo de seus espectros de massas
(massa molecular e o padrao de fragmentagdo) com os espectros existentes na biblioteca do
sistema (NIST, 2011; ADAMS, 2007; MONDELLO, 2011) e na literatura, e pela comparagao
de seus indices de retengdo, que foram calculados usando os tempos de retengdo de uma série
homologa de m-alcanos (C8 — C40, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (Adams, 2007;
Mondello, 2011).

2.2.4 Avaliag¢do das Propriedades Farmacologicas e de ADMET

As propriedades farmacoldgicas e de ADMET dos principais constituintes quimicos
(>3%) dos OEs de I setifera e I. asarifolia foram analisadas usando diferentes abordagens
computacionais. A atividade de inibi¢do do citocromo P450 (CYP450) e P-glicoproteina 1 (P-
gp), enzimas relacionadas com o metabolismo e absor¢do de compostos exdgenos foram
analisadas no servidor SwissADME que aplica uma méquina de vetores de suporte, um
algoritmo baseado em aprendizado de maquina (ML-based), que identifica semelhangas entre
os compostos naturais analisados com os inibidores conhecidos dessas enzimas.

Algumas propriedades farmacocinéticas relacionadas a absorcdo nas membranas
bioldgicas foram investigadas usando propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
compostos analisados e comparadas com modelos preditivos.

A penetragdo na barreira hematoencefalica (BBB) foi prevista utilizando o modelo

BOILED-Egg (Daina e Zoete, 2016). A absor¢do gastrointestinal foi investigada usando a
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‘Rule of 5> (ROS5) de Lipinski (Lipinski et al., 1997), filtros quimicos de Veber (Veber et al.,
2002) e o modelo BOILED-EGG disponiveis no servidor SwissADME (Daina et al., 2017).
Também foi investigada a presenga de fragmentos promiscuos dos compostos analisados
utilizando a Eliminacdo Rapida de Swill (REOS) e filtros Brenk disponiveis nos servidores
FAFDrugs (Lagorce et al., 2015) e SwissADME (Daina et al., 2017), respectivamente. A
REOS combina um conjunto de grupos funcionais relacionados a moléculas promiscuas com
um conjunto de propriedades fisico-quimicas e estruturais de compostos relacionados
farmacocinese (Walters ¢ Namchuk, 2003). Da mesma forma, o filtro Brenk contém um
conjunto de fragdes quimicas conhecidas por sua toxicidade e instabilidade (Brenk et al.,
2008). A identificagdo de grupos funcionais, bem como das propriedades fisico-quimicas
gerais dos compostos relacionados a promiscuidade/reatividade ¢ uma tarefa importante para

determinar sua toxicidade (Bruns e Watson, 2012; Walters e Namchuk, 2003; Wang e Greene,

2012).

2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Composi¢dao Quimica dos OEs

Cerca de 100 constituintes quimicos foram identificados nos OEs de folhas de 1. setifera
e 1. asarifolia, representando mais de 90% da composi¢do quimica das amostras (Tabela 1).
Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram os compostos mais abundantes, principalmente na
amostra de I. setifera (88,54%). Por outro lado, I. asarifolia (estagao chuvosa), foi a tnica

amostra a apresentar uma quantidade consideravel de fenilpropandides (5,46%).

Tabela 1. Constituintes quimicos (%) e suas porcentagens nos 6leos essenciais obtidos das

folhas de Ipomoea setifera (estacdo seca) e I. asarifolia (estacdes seca e chuvosa).

L setifera L asarifolia
Estacado

Rlg) Rl Constituinte Seca Seca Chuvosa
1095 1100 Linalol 0.57
1186 1190 a-Terpineol 0.04
1197 1199 Safranal 0.03
1285 1292 Safrol 4.90
1299 1302 Teaspirano 0.27
1334 1336 Presilfiperfol-7-eno 0.12

1335 1339 d-Elemeno 0.43 0.57 0.91
1358 1355 Silfiperfol-4,7(14)-dieno 0.04
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1345
1374
1383
1389
1403
1409
1410
1417
1419
1430
1432
1434
1439
1447
1449
1452
1452
1452
1458
1460
1464
1466
1481
1484
1487
1489
1500
1500
1505
1505
1508
1514
1522
1542
1544
1557
1562

1346
1377
1386
1393
1406
1408
1415
1422
1418
1434
1432
1436
1444
1451
1453
1454
1455
1461
1462
1463
1466
1469
1483
1486
1488
1492
1500
1502
1504
1507
1509
1517
1524
1540
1545
1557
1559

a-Cubebene
a-Copaeno
(E)-B-Damascenono
B-Elemeno

Metil eugenol
a-Gurjuneno
a-Cedreno
(E)-Cariofileno
B-Ilangeno
B-Copaeno
trans-o-Bergamoteno
v-Elemeno
Aromadendreno
isogermacreno D
Espirolepequineno
(E)-B-Farneseno
a-Humuleno
Cumacreno
alloAromadendreno
Deidro-aromadendreno
9-epi-(E)-Cariofileno
Oxido de cabreuva C
Widdra-2,4(14)-dieno
Germacreno D
E-B-ionono
B-Selineno
n-Pentadecano
Biciclogermacreno
a-Bulneseno
(E,E)-a-Farneceno
Germacreno A
Cubebol

8-Cadineno

Hidrato de cis-Sesquisabineno
a-Calacoreno
Germacreno B

Butanoato de geranil

0.03

0.78

0.33

20.49

1.55

36.7
0.12

0.09
0.59

0.08

0.1

0.21

8.03

0.4

0.16

0.93

9.5

1.8

3.13
0.44

1.13

1.59

0.26

0.52
0.42
2.30

0.36

19.93

0.33

2.88

0.14

6.05

0.11

1.63

0.54

1.7

0.12

0.17

0.96
0.42
7.29
0.56

15.93

0.63

0.01

0.22

3.58

0.19

0.13

0.07

9.02

1.42

0.43

3.02

1.46

0.66

0.34

2.21

0.15
0.77
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1561
1562
1564
1570
1577
1582
1590
1600
1604
1611
1608
1608
1622
1627
1630
1632
1639
1640
1645
1652
1668
1671
1671
1675
1683
1685
1701
1706
1711
1713
1722
1773
1801
1841
1864
1874
1891
1901

1563
1564
1567
1575
1582
1585
1593
1602
1604
1615
1612
1613
1625
1630
1631
1634
1640
1643
1646
1656
1667
1676
1677
1678
1685
1690
1701
1708
1715
1715
1725
1779
1801
1844
1865
1880
1891
1901

E-Nerolidol
epi-Longipinanol
B-Calacorene

Dendrolasin

Espatulenol

Oxido de cariofileno
Globulol

n-Hexadecano
Sesquituriferol
n-Tetradecanal

B-Atlantol
Epoéxido de humuleno 11
a-Colocaleno
1-epi-Cubenol
Muurola-4,10(14)-dien-1p-ol
a-Acorenol

Epodxido de alloaromadendrene
epi-a-Muurolol

Cubenol

a-Cadinol

Intermediol

n-Tetradecanol
14-hidroxi-9-epi-(E)-Cariofileno
Cadaleno

epi-a-Bisabolol

a-Bisabolol

n-Heptadecano

Melaleucol

Pentadecanal

Cedroxido

27,6E-Farnesol
n-Pentadecanol

Octadecano

Fitona
14-metil-Hexadec-(8Z)-enal
n-Hexadecanol
n-Heptadecanal

n-Nonadecano

0.1
0.22

1.28
4.52

0.18

0.63

0.12

0.12

0.67

0.17

1.46

0.32

3.59

0.24
0.94
0.94
0.29

0.13

0.12
0.08

0.5

0.63

0.13
1.98

0.06

3.32

0.08
0.14

1.57

0.76
0.26

1.47

0.45
0.86
1.08
1.16

0.88

0.26

0.31
0.48
0.23
0.24

0.12

0.1
1.03

0.65

1.73
0.72
0.23

2.25
0.27
0.33
0.04
1.19
0.05
0.72
0.27
0.1
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1906 1903 Musk Toray 0.07
1913 1915 (5E,9E)-Farnesil acetona 0.18 0.95
1929 1928 Musk ambrette 0.65
1938 1938 Hexadecanolact-16-ona 0.02
1942 1947 Fitol 0.62 0.21 0.19
1959 1964 Acido palmitico 2.06 3.79
2026 2030 (E,E)-Geranil linalool 0.13 0.16 0.52
2077 2084 n-Octadecanol 1.29 0.68
2102 2102 Heneicosano 0.22 0.24
2129 2129 Derivado de fitol 35.49 10.67
2165 2168 Acido estearico 0.09 0.27
2202 2202 n-Docosane 0.1
2209 2212 Acetato de ctadecanol 0.04
2218 2223 Acetato de E-Phytol 0.25
2291 2291 1-Tricoseno 0.52
2302 2302 n-Tricosano 0.5 0.33
2401 2401 n-Tetracosano 0.07 0.07
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 88.54 37.41 45.44
Sesquiterpenos oxigenados 8.01 9.54 11.34
Fenilpropanoéides 5.46
Diterpenos oxigenados 0.75 35.86 11.38
Outros 2.29 12.65 17.47
Total 99.59 95.46 91.09

RI (c): Indice de retengio calculado usando solugdes padrio de n-alcano (C8-C40) na coluna DB5-MS;

RI (L): Indice de retengio da literatura (Adams, 2007; Mondello, 2011).

Analisando a composi¢do quimica dos OEs de I asarifolia, o derivado de fitol foi o
principal constituinte identificado durante a estacdo seca (35,49%), apresentando uma
concentragdo menor na amostra coletada durante a estagdo chuvosa (10,67%). O
sesquiterpeno (E)-cariofileno variou de 19,93% a 15,93% na estacdo seca e chuvosa,
respectivamente. Os constituintes B-elemeno (2,3 a 7,29%) e germacreno D (6,05 a 9,02%)
também foram identificados nas amostras de I asarifolia em ambas as estagdes. O
fenilpropanoide safrol foi identificado apenas no OE obtido na estacdo chuvosa (janeiro/2020)
(Tabela 1).

A composicao quimica do OE de I setifera, obtida na amostra coletada na estagao seca

(setembro/2019), foi caracterizada pelos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (E)-cariofileno
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(36,7%), seguido de PB-elemeno (20,49%), germacreno D (9,45%) e a-humuleno (8,03%)
(Tabela 1).

Poucos estudos descreveram os componentes quimicos de OEs do género Ipomea.
Marie et al. (2007) obtiveram o OE de folhas frescas e secas de 1. pescaprae. De acordo com
os resultados relatados, tanto as folhas secas quanto as frescas foram caracterizadas por altos
niveis de sesquiterpendides (70,4% e 42,5%, respectivamente). Os autores também
observaram uma reducao de aproximadamente 20% no conteudo de monoterpendides apos o
processo de secagem da planta e destacaram que a secagem pode promover a perda de
monoterpenoides, que geralmente sdo mais voldteis que os sesquiterpenodides. Eles
identificaram os sesquiterpenos (E)-cariofileno (36,6%), a-copaeno (8,0%) e germacreno D
(7,3%) como os principais volateis no OE obtido de folhas secas de 1. pescaprae. No presente
trabalho, também foi observado o predominio de compostos hidrocarbonetos sesquiterpénicos
nos OEs das folhas de I. asarifolia e I. setifera, o que pode estar relacionado ao processo de
secagem a que as folhas foram submetidas. E importante ressaltar que os processos de
extracdo envolvendo secagem, desidratacdo ¢ armazenamento também podem resultar na
perda de alguns constituintes volateis, interferindo na presenca e nos percentuais finais de
alguns constituintes quimicos volateis.

Marie et al. (2007) também relataram fitol no OE de I. pescaprae com niveis de 5,8% e
0,3% nas folhas secas e frescas, respectivamente. J4 nas amostradas abordadas neste estudo, o
fitol foi quantificado em niveis abaixo de 1% nos OE de [. setifera e 1. asarifolia. No entanto,
estes resultados mostraram que um derivado fitol foi o principal constituinte quimico
identificado no OE de I asarifolia durante a estacdo seca (35,49%), resultado nao relatado
anteriormente na literatura.

Outro estudo relatou a composicdo quimica do OE extraido das folhas secas de I
batatas, que apresentou os hidrocarbonetos diterpenos bietadieno (8,9%) e abieta-8,11,13-
trieno (7,1%); os hidrocarbonetos sesquiterpénicos (E)-cariofileno (8,8%) e trans-(Z)-o-
bergamotol (6,0%), o monoterpeno cis-sabineno (5,5%), além do sesquiterpeno oxigenado
espatulenol (5,3%) (Ogunmoye et al., 2015).

Joshi (2015) relatou que o do OE de folhas de I obscura apresentou 78,4% de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sendo os principais a-bulneseno (23,8%), a-humuleno

(13,7%) e seiqueleno (11,2%).
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Abdallah et al. (2017) avaliaram o OE das folhas secas de I carnea obtidas por
hidrodestilagdo e identificaram 6xido de cariofileno (23,21%), germacreno D (17,73%) e (E)-
cariofileno (14,48%). Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos e os sesquiterpenos oxigenados
representaram 46,04% e 34,82% da composicao total, respectivamente.

Semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, dados da literatura indicam que
os constituintes quimicos dos OEs variam entre as espécies do género Ipomea (Abdallah et al.,
2017; Joshi, 2015; Marie et al., 2007; Ogunmoye et al., 2015). Da mesma forma, os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e os sesquiterpenos oxigenados foram as classes quimicas
predominantes nos OEs de [ setifera e I asarifolia, sendo estas classes também as

predominantes nos estudos com outras espécies deste género.

2.3.2 Andlise das propriedades de ADMET dos constituintes majoritdrios dos OEs

De acordo com as analises computacionais, os constituintes quimicos oOxido de
cariofileno e cedroxido foram classificados com alto risco de toxicidade devido a presenga de
epoxido em sua estrutura, um grupo funcional altamente reativo e toxico (Schramm et al.,
2011) (Figura 1, Apéndice 1). REOS e filtros Brenk identificam grupos quimicos que podem
levar a falsos positivos em ensaios de alto rendimento (HTS) devido a sua reatividade ou
interferéncia no ensaio (Brenk et al., 2008; Walters ¢ Namchuk, 2003). Alguns grupos
funcionais identificados nos compostos também sdo indicados como toxicoforicos, portanto,

estdo diretamente relacionados a toxicidade.

Figura 1. Visdo geral esquemadtica da estrutura molecular, inibicdo enzimatica (variantes do
CYP450 e P-gp) e propriedades farmacocinéticas (penetracdo BBB e absor¢ao gastrointestinal)
de compostos encontrados nos 6leos essenciais possivelmente relacionados a toxicidade das
espécies de Ipomoea L. As setas indicam as porgdes estruturais relacionadas a toxicidade e/ou

reatividade.
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absorcdo gastrointestinal / AUC: curvas caracteristicas de operagdo do receptor (ROC) obtidas para os modelos

preditivos do algoritmo de maquina de vetor de suporte aplicado na previsdo. Fonte: Autor.

Com base no algoritmo baseado em ML, os compostos o0xido de cariofileno e
cedroxido foram previstos como inibidores das enzimas CYP450 (Figura 1 e Apéndice 2). A
penetragdo de compostos através da BBB ¢ uma caracteristica importante de substancias
toxicas com implicagcdes em disturbios neuroldgicos (Hallier-Vanuxeem et al., 2009). Desta
forma, foi investigada esta propriedade nos compostos principais (>3% da composi¢do total)

dos OEs das duas espécies de I[pomoea L. usando o modelo BOILED-EGG para prever a
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penetragdo cerebral e absor¢do gastrointestinal, correlacionando com a possivel toxicidade
dos compostos naturais analisados. De acordo com as analises, o 6xido de cariofileno e o
cedroxido podem ser permedveis ao longo da BBB e ambos os compostos sdo inibidores do
CYP2C9 com uma area sob a curva (AUC) igual a 0,86 e 0,85, respectivamente. Além disto,
ambos os compostos mostraram biodisponibilidade oral usando Lipinski, Veber ¢ BOILED-
EGG, o que indicou que ambos sdo provavelmente altamente absorvidos pelo trato
gastrointestinal (Apéndice 2). Estudos anteriores demonstraram que o 6xido de cariofileno é o
principal componente quimico do OE de Artemisia campestris, que € extremamente toxico
(Judzentiene et al., 2010), e est4 envolvido com a inibi¢cdo da cadeia de transporte de elétrons
em mitocondrias (Monzote et al. 2009).

O pentadecanal também foi considerado potencialmente toxico devido a presenca de
cadeias alquilicas consecutivas e aldeido em sua estrutura. Diferentes estudos tém
demonstrado que a presenca de longas cadeias alifaticas nas estruturas compostas pode levar a
sua promiscuidade (Walters ¢ Namchuk, 2003). Além disto, o aldeido presente na estrutura
pentadecanal também ¢ considerado uma fragdo estrutural promiscua que ¢ reconhecida e
metabolizada por enzimas do sistema de desintoxicacdo de organismos, como aldeido
oxidases ¢ CYP450 (Ahmed Laskar e Younus, 2019; Walters e Namchuk, 2003).

Em relacdo ao perfil farmacocinético do fitol, foi identificado que este composto
provavelmente ndo é permeavel através da BBB. Também ndo foram encontrados alertas
estruturais relacionados a promiscuidade para este constituinte. Com relacdo a
biodisponibilidade do composto, o fitol apresentou pelo menos uma violagdo dos filtros
quimicos Lipinski e Veber, e violou o modelo BOILED-EGG que indica que sua absor¢ao
gastrointestinal ¢ limitada (Apéndice 2). Em relagdo a sua toxicidade, o fitol foi identificado
como um inibidor das enzimas P-gp (4rea sob a curva = 0,77) e CYP2C9 (AUC = 0,85),
ambas relacionadas com o metabolismo de substancias exdgenas (Apéndice 2) (Aller et al.,
2009; Ferguson e Tyndale, 2011). A analise computacional do perfil farmacocinético e da
toxicidade do derivado fitol identificado no OE de I. asarifolia nao pode ser realizada devido
a auséncia da estrutura molecular do composto. No entanto, ha a possibilidade de que o
derivado de fitol tenha propriedades farmacocinéticas semelhantes ao do fitol, pois ambos
compostos tém padrdes de fragmentagdo semelhantes (Apéndices 3 e 4).

Quando absorvido por mamiferos, o fitol ¢ metabolizado resultando em acido fitdnico

(Steinberg et al., 1965a, 1965b; Stoffel e Kahlke, 1965; Van Den Brink e Wanders, 2006), um
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acido graxo ramificado em metil que foi relatado como indutor de apoptose em astrdcitos e
causa danos neurologicos (Roca-Saavedra et al., 2017). Com base nisto, também foi realizada
a analise farmacocinética computacional deste acido, identificando que, ao contrario do fitol,
o acido fitnico ¢ provavelmente altamente absorvido pelo trato gastrointestinal e pela BBB,
além de ser um inibidor das enzimas P-gp e CYP450 (Apéndices 1 e 2).

De acordo com estudos anteriores, a atividade citotoxica do fitol esta relacionada a sua
dosagem (Alencar et al., 2018; Islam et al., 2015). Araujo et al. (2008) avaliaram a toxicidade
in vivo do material vegetal seco de I asarifolia durante as estagdes seca e chuvosa e
encontraram maior toxicidade das folhas durante a estacdo seca. Assim, o alto teor de
derivado fitol na estagdo seca poderia estar relacionado ao aumento da toxicidade de 1.
asarifolia, seja diretamente ou por meio de seu metabolismo em acido fitanico.

E importante destacar que o derivado fitol ¢ o principal constituinte quimico do OE de I.
asarifolia obtido durante a estagdo seca e que as andlises identificaram que o fitol e, seu
produto metabolizado, o acido fitdnico sdo potencialmente toxicos. Além disto, o 6xido de
cariofileno e o pentadecanal encontrados no OE de I sefifera apresentam alta absor¢ao
gastrointestinal e da barreira hematoencefalica e ambos os compostos sdo inibidores de

enzimas envolvidas com o sistema de desintoxicagdo de organismos.

2.4 Conclusao

Os distarbios neuroldgicos relacionados a ingestdo das partes aéreas de I. asarifolia e I.
setifera por bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos sdo um problema recorrente nas pastagens,
causando consequéncias econdmicas para a pecuaria. Portanto, avaliar a composi¢do quimica
e a toxicidade dessas espécies pode esclarecer o mecanismo de intoxica¢ao que causam.

Neste estudo ¢ relatado que o teor do constituinte derivado de fitol do OE de I
asarifolia na estacdo seca ¢ trés vezes maior do que o observado na estagdo chuvosa, podendo
estar correlacionado com a ocorréncia de doencas neuroldgicas no gado, previamente
relatadas na literatura (Araujo et al., 2008; Barbosa et al., 2005; Carvalho et al., 2014; Tortelli
et al., 2008).

Por outro lado, as analises computacionais identificaram que o 6xido de cariofileno e o
cedroxido podem estar relacionados a toxicidade dos OEs devido a presenca de epoxido em
suas estruturas. Ambos os compostos sdo também inibidores das atividades do CYP450, além

de apresentar permeabilidade a BBB ¢ ao trato gastrointestinal.
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Em relagdo ao fitol, também foi observado que este composto ¢ um inibidor das
enzimas P-gp e CYP450, o que podem aumentar a absor¢ao de alguns compostos e limitar o
metabolismo de outros componentes quimicos co-ingeridos. O produto metabolizado do fitol,
o acido fitanico, tem maior probabilidade de ser absorvido pelo trato gastrointestinal e pela
BBB. Estes resultados representam uma importante contribuicdo para o entendimento da
toxicidade, farmacocinética e mecanismo molecular de agdo dos constituintes quimicos dos

OE:s destas espécies de Ipomoea L.
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3. VARIABILIDADE DO AROMA FLORAL DE DUAS ESPECIES DE Ipomoea L.
DENTRO DE UM GRADIENTE SAZONAL

RESUMO: A familia Convolvulaceae Juss. corresponde a cerca 1800 espécies de trepadeiras
e arbustos de importancia ecoldgica e econdmica. I[pomoea asarifolia Poir. e Ipomoea setifera
(Desr.) Roem. & Schult. sdo convolvulaceas com flores vistosas e coloridas, mas com pouco
ou nenhum odor perceptivel ao olfato humano. Ambas as espécies possuem amplo periodo de
floracdo, sendo possivelmente melitofitas. O aroma floral das duas espécies foi extraido
durante um gradiente sazonal de cinco meses. As flores das amostras foram submetidas ao
processo de hidrodestilagdo-extracdo simultanea (DES) por 2 h, utilizando pentano. A
composi¢do quimica dos OEs foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (CG-DIC). Andlises de Componentes Principais (PCA) e Hierarquica de Agrupamento
(HCA) foram realizadas com os constituintes quimicos dos aromas florais com >0,5% da
composi¢ao total. A composi¢do quimica de ambas as espécies apresentou variagdo ao longo
do gradiente sazonal, sendo a precipitacdo a varidvel ambiental influenciadora deste gradiente.
Contudo, ndo foi observado correlagdo entre a variacdo do perfil aromadtico de I. sefifera e a
mudanga do gradiente sazonal. Ja o perfil aromatico das flores de I asarifolia variou de
acordo com o gradiente sazonal, com a amostra do més de agosto distinta das amostras dos
demais meses. Ha possibilidade de que constituintes principais, germacreno D e a-copaeno,
da variagdo no aroma de I asarifolia, e com maiores concentragdes nos meses chuvosos,
possuam uma importancia ecoldgica atraindo uma guilda de polinizadores especificos da
estacdo chuvosa. Este ¢ o primeiro estudo referente a composi¢do quimica dos aromas florais

de I. asarifolia e I. setifera ao longo de um gradiente sazonal.

Palavras-chave: Ipomoea asarifolia, Ipomoea setifera, melitofilia, ecologia quimica,

sazonalidade, visitantes florais, polinizagao.
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VARIABILITY OF FLORAL SCENT FROM TWO Ipomoea L. SPECIES WITHIN A
SEASONAL GRADIENT

ABSTRACT: The Convolvulaceae Juss. corresponds to around 1800 species of vines and
shrubs of ecological and economic importance. Ipomoea asarifolia Poir. and Ipomoea setifera
(Desr.) Roem. & Schult. are convolvulous with showy and colorful flowers, but with little or
no perceptible odor to the human sense of smell. Both species have a wide flowering period,
being possibly melittophylous plants. The floral scentof the two species was extracted over a
five-month seasonal gradient. The flowers of th esamples were subjected to the simultaneous
distillation/extraction process for 2h, using pentane. The chemical composition of the floral
scent was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG/MS) and gas
chromatography with flame ionization detector (CG-FID). Principal Component (PCA) and
Hierarchical Clustering (HCA) analyzes were performed with the chemical constituents of
floral aromas with >0.5% of the total composition. The chemical composition of both species
varied along the seasonal gradient, with precipitation being the environmental variable wich
characterized this gradient. However, no correlation was observed between the variation in
the aromatic profile of . sefifera and the change in the seasonal gradient. On the other hand,
the aromatic profile of 1. asarifolia flowers varied according to the gradient, with the scent
profile of the sample from August different from the others. There is a possibility that
germacrene D and a-copaeno, main components of the variation in the scent of /. asarifolia
and with higher concentrations in the rainy months, have an ecological importance, attracting
a guild of specific pollinators for the rainy season. This is the first study to report the chemical

composition of the floral aromas of 1. asarifolia and 1. setifera along a seasonal gradient.

Keywords: Ipomoea asarifolia; Ipomoea setifera; melittophily; chemical ecology; seasonality;

floral visitors; pollination.
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3.1 Introducao

A familia Convolvulaceae compreende cerca de 1880 espécies, 59 géneros e 12 tribos
(Staples et al., 2012; Stefanovi¢ et al., 2003), conhecida principalmente pela Ipomoea batatas
(L.) Lam., a batata-doce (Srisuwan et al., 2006), diversas plantas ornamentais, as “glorias da
manh3d” (Stefanovié et al., 2002), e também para vdrias plantas daninhas para a agricultura
(Kissman e Groth, 1992; Lorenzi, 2014). A familia inclui principalmente trepadeiras,
herbaceas ou lenhosas, menos frequentemente de ramos prostrados, ascendentes ou eretos e
raramente arvores (Austin, 2004; Delgado Junior et al., 2014; Simdo-Bianchini ae Pirani,
1997).

O género Ipomoea L. é o mais abundante e rico da familia (Austin e Bianchini, 1998;
Wilkin, 1999) com distribuicdo pantropical e cerca de 800 espécies (Wood et al. 2020). As
flores de Ipomoea sdao frequentemente vistosas e coloridas, mas com pouco ou nenhum odor
perceptivel ao olfato humano (Austin e Cavalcante, 1982; Staples et al., 2012).

Algumas espécies ruderais de [pomoea com amplo periodo de floracdo sdo frequentes
no Norte do Brasil: Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. que floresce de margo a
dezembro, e Ipomoea setifera Poir., que floresce o ano todo (Austin e Cavalcante, 1982).
Ambas as espécies sdo possivelmente melitofilas, polinizadas por abelhas (Schlising, 1970;
Kiill e Ranga, 2003). . asarifolia tem ocorréncia confirmada na América do Sul, Central,
Africa tropical, leste asiatico e ndia (GBIF, 2020b; Khaled et al., 2017; Plants of the World,
2020b; Tropicos, 2020b). Essa espécie de Ipomoea causa varios casos de intoxica¢ao na
pecudria, principalmente durante a estagdo seca (Silva-Junior, 2021 apud Austin e Bianchini,
1998; Carvalho et al., 2014; Costa et al., 2011).

Ipomoea setifera ¢ mais frequente na América tropical, local de sua provavel origem,
ocorrendo em bordas de floresta, beira de estradas, e também sendo considerada planta
daninha de pastagens (Simao-Bianchini, 2002; GBIF, 2020a; Plants of the World, 2020a;
Tropicos, 2020a).

Os compostos volateis do aroma floral sdo algumas das sinalizagdes mais antigas usadas
pelas angiospermas para se comunicarem com seus polinizadores (Pichersky e Gershenzon,
2002; Dubrovnik, 2008). Esses compostos sdo os principais moduladores ecoldgicos devido a
sua baixa massa molecular e sua facil volatilizacdo em condigdes normais de temperatura e
pressdo, funcionando como sinalizadores na relacdo planta-inseto (Pichersky, 2004;

Dubrovnik, 2008; Bell e Cardé, 2013). A composi¢ao do aroma floral varia de acordo com
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varios fatores ambientais, como solo, luz, temperatura ¢ umidade (Terry et al., 2004; Paul,
2020).

A variagdo do perfil aromatico impacta diretamente na dindmica da polinizag¢do e esta
ligada a uma resposta fisioldgica de cada espécie. Assim, o presente estudo descreve a
influéncia da transi¢do da estagdo seca para a estagdo chuvosa no perfil aromatico das flores

de espécies ruderais de [pomoea, numa regido urbana dentro da Floresta Amazodnica.

3.2. Material e Métodos
3.2.1 Material Vegetal

As flores das espécies de Ipomoea foram coletadas no municipio de Belém (Para/Brasil)
no Parque de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Federal do Pard de agosto/2019 a
dezembro/2019. As amostras (8 a 11 g) foram coletadas mensalmente, sempre as 8§ h da
manha e posteriormente submetidas a extragao dos volateis.

A identificagdo botanica foi realizada por comparagdo com espécimes auténticos de /.
setifera e 1. asarifolia. As amostras botanicas (I. setifera: MG237128 e I asarifolia:
MG237141) foram depositadas no Herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi (Belém, Par4,
Brasil).

3.2.2 Classificagdo do Gradiente Sazonal

As amostras de ambas as espécies foram coletadas mensalmente no mesmo dia, exceto
em outubro, quando a amostra de 1. asarifolia foi coletada um dia apds a coleta das flores de /.
setifera.

A média de precipitagdo semanal (average weekly rainfall, AWR) e a média de
insolagdo semanal (average weekly insolation, AWI) foram utilizadas como fatores
determinantes para a classificacdo do gradiente sazonal. Devido a baixa varia¢do sazonal,
temperatura ¢ umidade ndo foram consideradas como fatores determinantes para o gradiente.
A AWR e a AWI para cada amostra foram calculadas a partir dos dados de precipitagdo e
insolacdo dos sete dias anteriores a cada coleta, obtidos na base de dados do INMET (INMET,
2021) (Tabela 2). De acordo com o valor da AWR e AWI, os meses de agosto a outubro
foram classificados como periodo seco € os meses de novembro e dezembro como chuvosos,
semelhante a classifica¢do sazonal ja descrita na literatura (Almeida et al., 2019; Campbell et

al., 2019; Huete et al., 2006; Myneni et al., 2007).
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Tabela 2. Dados climaticos registrados na cidade de Belém (Pard/Brazil) de agosto a
dezembro de 2019. Fonte: INMET 2021.

23 de agosto 24 de setembro 29/30* de outubro 26 de novembro 23 de dezembro
Temperatura 23 24.4 26.6/23.5 24.8 25.6
Q)
Umidade (%) 92 87 92/92 89 93
Média de
insolagdo 8.7 8.9 7.5/8.3 6.5 53
semanal (h)
Meédia de
precipitacao 4.93 6.79 7.43/7.59 10.57 11.13
semanal (mm)
Classificagdo Seco Seco Chuvoso Chuvoso Chuvoso

Estes dados foram obtidos a partir do banco de dados do INMET (INMET, 2021). *Valores correspondem aos

dias de coleta de I. setifera e I. asarifolia, respectivamente.

3.2.3 Extrac¢do de Volateis

As amostras foram submetidas ao processo de hidrodestilagdo-extracao simultanea
(DES) por 2 h, utilizando n-pentano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como solvente, e
de acordo com a metodologia descrita por Chagas Junior et al. (2021) e Maia e Andrade

(2009).

3.2.4 Analise Quimica

A anélise da composi¢do quimica foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (GC / MS), utilizando um sistema Shimadzu Modelo QP 2010 Plus
(Shimadzu, Japao), equipado com uma coluna DB-5MS (30 m X 0,25 mm; filme de 0,25 um
espessura) coluna capilar de silica fundida. O hélio foi usado como gés de arraste ajustado
para 1,2 mL/min a 57 KPa; injecdo sem divisdo de 1 pL, de uma solu¢do de pentano;
temperatura do injetor e da interface eram 250 °C; a temperatura do forno foi programada
para 40°C (2°C/min); ionizagdo por impacto eletronico a 70 eV; a temperatura da fonte de
ions era de 220°C. Os compostos presentes nas amostras foram identificados pela comparagao
de seus espectros de massa e indices de retengdo com dados presentes em bibliotecas
comerciais (Adams, 2007).

Os indices de retencdo foram calculados usando solugdes padrao de n-alcano (C8 — C40,

Sigma-Aldrich, EUA), nas mesmas condi¢des cromatograficas. A andlise CG-FID foi
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realizada em um instrumento Shimadzu QP-2010, equipado com detector FID, nas mesmas
condi¢des, exceto que o hidrogénio foi utilizado como gas portador. A composi¢do percentual

das amostras foi calculada a partir da normalizacdo da area de pico do CG.

3.2.5 Andalise Estatistica

A andlise multivariada foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Oliveira et
al., 2021; Franco et al., 2021; Nascimento et al., 2021; Santana de Oliveira et al., 2021, com o
software Minitab 17® (versdo gratuita, Minitab Inc., State College, PA, EUA). As variaveis
foram os constituintes quimicos do aroma floral. Os dados brutos foram primeiramente
padronizados para terem o mesmo peso. A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi
obtida utilizando a configuracdo na correlagdo do tipo matriz do sofiware. Na Analise
Hierarquica de Agrupamento (HCA) das amostras, foram utilizadas as op¢des de distancia
euclidiana para medi¢ao de distancia e conexao completa para método de conexdo. A analise
multivariada foi aplicada aos constituintes quimicos com >0,5% da composi¢do total. Além
disso, foi realizado um estudo de correlagdo de Pearson entre as classes de compostos e os

dados climaticos para analisar a influéncia sobre a composi¢ao quimica.

3.3 Resultados e Discussao
Mais de 90% dos perfis aromaticos das amostras de 1. asarifolia e I. setifera foram

caracterizados, obtendo-se um total de 37 constituintes identificados (Tabela 4), sendo alcanos
e sesquiterpenos os constituintes mais abundantes nas amostras. (E)-cariofileno (29,4 —
35,84%), n-pentadecano (35,13 — 64,15%) e B-elemeno (2,54 — 5,62%) foram os constituintes
majoritarios do aroma floral de I setifera. Enquanto que I asarifolia teve o aroma
caracterizado por altas concentracdes de mn-pentadecano (16,54 — 47,79%) e dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos germacreno D (17,45 — 28,21%) e (E)-cariofileno (16 —
31,4%).

Variagdes sazonais podem interferir na composi¢do de volateis liberados pelas plantas
(Rapparini et al., 2001; Vallat et al., 2005), incluindo seu aroma floral (Paul et al., 2020).
Temperatura, radiacao solar, umidade e precipitagdo sdo fatores que influenciam na variagao
da composi¢ao desses volateis (Barman e Mitra, 2019; Fernandes et al., 2017; Jakobsen e

Olsen, 1994; Paul et al., 2020; Syamsudin et al., 2019; Vallat et al., 2005).
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Os resultados relativos da correlagdo de Pearson (Tabela 3) para as classes de
compostos em relagdo aos dados climatoldgicos indicam que as correlagdes lineares mais

fortes foram entre os volateis de 1. asarifolia versus as médias de precipitagdo e insolagao.

Tabela 3. Correlacdo de Pearson entre as classes de compostos com os dados climatoldgicos.

Interacdes L asarifolia L setifera
r p-value r p-value
Monoterpenos hidrocarbonetos; Temperatura (°C) 0.375 0.553 0.292 0.633
Monoterpenos hidrocarbonetos; Umidade (%) 0.562 0.324 -0.295 0.630
Monoterpenos hidrocarbonetos; AWI -0.769 0.18 -0.067 0915
Monoterpenos hidrocarbonetos; AWR 0.741 0.152 0.211 0.733
Alcanos; Temperatura (°C) -0.610 0.275 -0,131 0.834
Alcanos; Umidade (%) -0.613 0.272 0.233 0.706
Alcanos; AWI 0.936 0.019 0.038 0.951
Alcanos; AWR -0.837 0.077 -0.149  0.811
Sesquiterpenos; Temperatura (°C) 0.719 0.171 0.313 0.608
Sesquiterpenos; Umidade (%) 0.334 0.583 -0.252  0.683
Sesquiterpenos; AWI -0.849 0.069 -0.101 0.872
Sesquiterpenos; AWR 0.927 0.023 0.231 0.709
Outros; Temperatura (°C) -0.388 0.519 -0.241 0.696
Outros; Umidade (%) 0.020 0.975 -0.079 0.899
Outros; AWI 0.073 0.907 -0.038  0.951
Outros; AWR -0.204 0.742 0.074 0.906

Os alcanos de /. asarifolia demonstraram uma correlacdo diretamente proporcional com
a variagdo de insolagdo (r = 0.936 e p-value de 0.019) e inversamente proporcional a variagao
de precipitacio (r = -0.837 e p-value de 0.077). Os sesquiterpenos apresentaram
comportamento inverso: correlagdo inversamente proporcional a variagao da AWI (r = -0.849
e p-value de 0.069) e diretamente proporcional a variagdo de AWR (r = 0.27 e p-value de
0.023).

O principal volatil entre os alcanos ¢ o n-pentadecano, composto majoritario das
amostras de 1. asarifolia de agosto a outubro. A concentracdo do n-pentadecano diminui ao
longo do gradiente conforme a média de insolacdo diminui e a de precipitagdo aumenta. Isto
contraria estudos realizados com outras espécies, que indicam um aumento da produgdo deste

constituinte em €pocas mais chuvosas (Assad et al., 1997, Syamsudin et al., 2019).
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Por outro lado, 1. setifera apresentou baixas correlagdes em todas as analises realizadas,
com o maior indice de correlag@o entre seus sesquiterpenos e a variacao de temperatura (r =
0.313 e p-value de 0.608). Estes resultados podem indicar que os perfis aromaticos das duas
espécies de Ipomoea possuem respostas diferentes & mudanga de precipitagdo e insolagdo do
gradiente sazonal.

Neste estudo, os parametros de temperatura e umidade permaneceram constante durante
o gradiente sazonal, porém foi observada variagdo consideravel nos valores de precipitacdo e
insolagdo, fatores-chave para delinear a transi¢dao de verdo para inverno na Regido Amazonica
(Ramos et al., 2018; Souza et al., 2009). Estudos anteriores mostraram a influéncia da
variagdo da precipitagdo na producdo e composicdo de volateis (Gaspar et al., 2021),
incluindo na produgdo volateis florais (Fernandes et al., 2017; Syamsudin et al., 2019; Vallat
et al., 2005). No entanto, ndo foram encontrados estudos relatando a influéncia da
sazonalidade na composi¢ao do aroma floral de convolvuléaceas.

A HCA (Andlise Hierarquica de Agrupamento) e a analise multivariada PCA (Analise
de Componentes Principais) foram aplicadas nos compostos quimicos identificados nos
aromas florais de /. setifera e I. asarifolia, coletados durante o gradiente sazonal de agosto a
dezembro de 2019. A HCA (Figura 2) indicou a formacao de quatro grupos distintos: grupo I
formado pelas amostras ISAGO, ISSEP, ISDEC e ISOCT (similaridade de 52,12%); grupo II
formado apenas pela amostra ISNOV (similaridade de 26,41%); grupo III formado pela
amostra [AAGO (similaridade de 25,21%); e o quarto e Gltimo grupo, formado pelas amostras
IASEP, IANOV, IADEC ¢ IAOCT (similaridade entre elas de 51,68%).

Foi observada uma clara diferen¢a entre o aroma floral das duas espécies analisadas e,
possivelmente, uma variagdo sazonal no perfil aromatico de I asarifolia, com a amostra

coletada em agosto se diferindo das demais.
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Figura 2. Analise Hierarquica de Agrupamento da variacdo do aroma floral de /. setifera e I.

asarifolia ao longo do gradiente sazonal de agosto a dezembro de 2019.
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Nota' para cada amostra: ISAGO: I. setifera agosto; ISSEP: I setifera setembro; ISOCT: I setifera
outubro; ISNOV: [ setifera novembro; ISDEC: I setifera dezembro; IAAGO: I. asarifolia agosto; IASEP: I.
asarifolia setembro; IAOCT: I asarifolia outubro; IANOV: I asarifolia novembro; IADEC: I asarifolia

dezembro. Nota?: Conexdo completa; Distincia de coeficiente de correlagdo, Distincia Euclideana.

O autovalor do eixo 1 (PC1) da PCA explicou 47.2% da variacao dos dados, enquanto
autovalor do eixo 2 (PC2) explicou 23.3% das variagdes. Os dois eixos juntos explicam
70.5% da variag¢do (Figura 3). Analises quimiométricas como esta podem ser utilizadas em
trabalhos de produtos naturais, especialmente com 6leos essenciais e concentrados volateis,
para procurar possiveis similaridades entre o perfil quimico de amostras da mesma espécie ou
de espécies do mesmo género (Ayub et al., 2021; Buriani et al., 2017; Fattahi et al., 2016;
Franco et al., 2021; S. G. Silva et al., 2018).

O grupo I corresponde a todas as amostras de I. sefifera, exceto ISNOV. Os compostos
com maiores pesos na formacdo deste grupo foram o monoterpeno oxigenado Linalol, o
alcano n-pentadecano e os sesquiterpenos (E)-cariofileno, espatulenol, (E,E)-a-farneceno, B-
elemeno e pogostol. O n-pentadecano foi o constituinte majoritario em todas as amostras de 1.

setifera, sendo um dos principais componentes atrativos de orquideas polinizadas por machos
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de Hymenoptera (Bohman et al., 2020; Singer, 2002). (E)-cariofileno e P-elemeno foram
descritos como volateis atrativos para abelhas, especialmente quando os dois compostos estao
combinados (Zhang et al., 2016; Zhang, 2018). A presenga destes constituintes no aroma
floral de I setifera tende a ser consistente com a sindrome de polinizagdo melitofita da

espécie (Silva et al., 2018).

Figura 3. Andlise de Componentes Principais da variacdo do aroma floral de 1. setifera e I.

asarifolia ao longo do gradiente sazonal de agosto a dezembro de 2019.
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O grupo II corresponde a amostra ISNOV e foi caracterizado pela alta presenca do
hidrocarboneto sesquiterpénico a-humuleno. Variagdes sazonais podem afetar a producao
deste volatil (Facanali et al., 2020), porém ndo foram encontrados estudos relacionando
variagoes de o-humuleno com a variacdo de precipitagdo. Além disto, o grupo II ¢ formado
apenas pela amostra do més de novembro de /. setifera (ISNOV), isolado das amostras de
dezembro e outubro. Isto implica que a composi¢ao do aroma floral da espécie provavelmente
ndo variou de acordo com o gradiente sazonal. Dados de umidade e temperatura ndo variaram
ao longo do gradiente, enquanto os dados de precipitagdo e insolacdo ndo justificam a

formagdo deste grupo. Desta forma, ha a possibilidade de que outro fator ambiental poderia
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estar relacionado com a divergéncia da composi¢ao do aroma floral da amostra de novembro
de I. setifera em relagdo aos demais meses.

Enquanto isso, o grupo III correspondeu a amostra IAAGO e foi caracterizado pela
presencga de n-octadecanol. Esta amostra formou um grupo distante das amostras dos meses
seguintes, principalmente das amostras dos meses de novembro e dezembro. De acordo com
os dados do INMET, agosto foi o0 més menos chuvoso do gradiente sazonal (4,93 mm) e
novembro (10,57 mm) e dezembro (11,13 mm) foram os mais chuvosos. Tal resultado indica
que, possivelmente, houve variacdo no aroma floral de /. asarifolia de acordo com o gradiente
sazonal. Contudo, ndo ha estudos indicando a relagao entre sazonalidade e a concentragao do
n-Octadecanol nos volateis de plantas. No entanto, ha registro de variagdo sazonal deste
composto no odor produzido por certas aves (Soini et al., 2006).

O grupo IV correspondeu a todas as amostras de 1. asarifolia, exceto IAAGO. Os
compostos com maiores pesos para a formacdo deste gurpo foram os sesquiterpenos
biciclogermacreno, d-elemeno, d-cadineno, B-copaeno, a-copaeno, germacreno D e os alcanos
n-heneicosano, n-tricosano € n-tetracosano.

Nao ha estudos indicando uma relagao direta entre a produgdo destes componentes com
variagoes de precipitagcdo ou insolacdo, fatores-chave do gradiente sazonal estudado. Contudo,
varios destes volateis estdo relacionados a atragdo de polinizadores, que por sua vez sio
influenciados pelas mudancas de pluviosidade (Lawson e Rands, 2019; Mukherjee et al.,
2019).

Germacreno D, um dos componentes majoritarios do aroma floral de Lasarifolia, esta
possivelmente relacionado com a atracdo de polinizadores em algumas espécies melitofitas
(Nieuwenhuizen et al., 2009), o que condiz com a sindomre de polinizag¢do de Lasarifolia. Em
contraste, outros compostos abundantes no aroma floral de [ asarifolia, como
Biciclogermacreno e d-Elemeno, j4 se mostraram ser menos atrativos a polinizadores em
outras espécies de plantas melitofitas (Benelli et al., 2017), e o a-copaeno pode estar
relacionado a estratégias de atragdo ndo de abelhas, mas sim de moscas para poliniza¢ao
(Nishida et al., 2000).

Com base nesses resultados, foi observado que I. setifera e I. asarifolia possuem
diferentes perfis quimicos. A composi¢cdo do aroma floral de f I asarifolia pode ter sido
influenciado pelo gradiente sazonal, ja I. setifera ndo mostrou uma relacdo clara entre a

composicdo quimica de seu aroma e a variacao de pluviosidade.
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A variacdo no aroma floral de I asarifolia, mais especificamente o aumento na
concentragdo do germacreno D, biciclogermacreno, d-elemeno e a-copaeno nos meses mais
chuvosos, pode estar relacionada a uma estratégia de atracdo de uma nova guilda de

polinizadores mais presente neste periodo, como abelhas da estagdo chuvosa ¢ moscas.
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Tabela 4. Constituintes e suas porcentagens identificados nos aromas florais extraidos de I. setifera e I. asarifolia ao longo do gradiente sazonal

de agosto a dezembro de 2019.

Ipomoea setifera

Ipomoea asarifolia

N°  Constituintes Rl(c) Rl  ISAGO ISSEP ISOCT ISNOV ISDEC IAAGO IASEP IAOCT [IANOV IADEC
1 Acetate de hex-(3Z)-enyl 1006 1004 0.18 0.32 0.28

2 Fenilacetaldeido 1038 1036 0.41 0.68 0.31

3 Linalol 1098 1095 0.45 0.56 1.53 2.19 0.22 0.15 0.29 0.32 0.31
4  n-Undecano 1102 1100 0.08 0.19

5  Nona-(2E,6Z)-dienal 1151 1150 0.33 0.36 0.26

6 o-Terpineol 1187 1186 0.09 0.11

7  Theaspirano 1295 1299 0.15 0.21 0.27 0.17
g8  p-vinyl-Guaiacol 1310 1309 0.06

9  &-Elemeno 1336 1335 0.13 0.31 0.32 0.83 1.10 2.77 2.05 1.95
10 a-Copaeno 1374 1374 0.04 0.93 1.71 2.29 2.64 1.95
11 B-Cubebeno 1389 1387 0.23 0.31

12 B-Elemeno 1391 1389 2.78 3.38 5.62 4.46 2.54 0.04 6.10 0.27 1.31
13 Cipereno 1397 1398 0.05 0.02 0.16 0.22
14 n-Tetradecano 1400 1400 0.15 0.13 0.08 0.10

15 Metil eugenol 1403 1403 0.20 0.67 0.06 0.17

16 (E)-Cariofileno 1418 1417 32.93 29.40  31.99 35.84 30.90 16.00 22.85 23.59 26.32 31.40
17 PB-Copaeno 1428 1430 0.04 0.17 0.50 0.77 1.01 0.79
18 7v-Elemeno 1433 1434 0.31 0.22

19 (2)-Muurola-3,5-dieno 1443 1448 0.18

20 o-Humuleno 1452 1452 2.60 4.14 5.69 6.17 2.20 1.15 2.70 3.24 3.94 3.98
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21 Y-Muuroleno 1476 1478 0.10 0.24

22 Germacreno D 1480 1484 0.41 1.55 3.06 2.76 0.21 22.57 17.45  20.96 23.99 28.21

23 Biciclogermacreno 1496 1500 1.81 2.39 4.41 4.19 3.92

24 n-Pentadecano 1499 1500 53.99 57.96  45.80 35.13 64.15 29.04 47.79  32.05 23.30 16.54

25 (E,E)-o-Farneceno 1508 1505 0.74 1.17 2.81 2.55 0.12

26 (E)-Cadina-1,4-dieno 1523 1533 0.09

27 &-Cadineno 1523 1522 0.84 1.71 1.84 3.20 1.49

28 Espatulenol 1577 1577 1.05

29 a-Cadinol 1654 1652 0.15

30 Pogostol 1654 1651 2.39

31 n-Heptadecano 1699 1700 0.09 0.04

32 Benzoato de benzil 1757 1759 0.43 0.15

33 Metil hexadecanoato 1925 1921 0.25

34 n-Octadecanol 2083 2077 1.00 1.29

35 n-Heneicosano 2099 2100 0.23 0.15 0.23 0.35 0.34 0.06 0.67 0.31

3¢ n-Tricosano 2299 2300 0.92 0.34 0.32 0.63 3.26 0.31 0.22 1.53 0.58

37 n-Tetracosano 2399 2400 6.16
Alcanos 54.91 59.1 46.88 36.33 64.15 39.18 48.44  32.65 25.88 17.43
Monoterpenos oxigenados 0.45 0.56 1.62 2.30 0.22 0.15 0.29 0.32 0.31
iiszrl‘l’ictzlr";ggztso(f;egs;‘fi?émcoS © 39.46 3977 5001 5578 3585 443 50.45 663 68.77  75.22
Outros 1.00 0.61 1.78 1.29 0.15 0.27 1.21 0.17
Total 95.82 99.43  99.12 96.19 100 84.99 99.19  99.51 96.18 93.13

Rl: Indice de retengdo calculado utilizando um a solugio parimetro de n-alcanos (C8-C40) em coluna DB5-MS.

RIw): Indice de retencdo da literatura (Adams, 2007).
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3.4 Conclusao

Neste estudo foram observadas variagdes na composi¢do do aroma floral de ambas
espécies de Ipomoea. Contudo, nenhuma relacdo entre a variagdo do perfil aromatico de /.
setifera e o gradiente sazonal foi encontrada. Porém, foi observado que o aroma floral de I
asarifolia possivelmente variou de acordo com o gradiente sazonal, com uma maior
divergéncia entre a amostra do més mais seco (agosto) e as amostras dos meses mais
chuvosos (novembro e dezembro).

Estudos anteriores mostraram que alguns componentes quimicos identificados nos
aromas florais de /. setifera e I. asarifolia estdo relacionados a polinizagdo em outras espécies.
Ha possibilidade de que o germacreno D, biciclogermacreno, 6-elemeno e a-copaeno tenham
um papel ecoldgico, atraindo uma guilda especifica de polinizadores tipica da estagdo chuvosa,
tendo estes constituintes apresentado maiores concentracdes no aroma floral de /. asarifolia
nos meses mais chuvosos.

Estudos posteriores se fazem necessarios para confirmar a dindmica do relacionamento
entre o aroma floral destas espécies, o gradiente sazonal e como estes fatores afetam a relagao

planta-polinizador.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Estes estudos relataram pela primeira vez a composi¢ao do 6leo essencial das folhas e
do aroma floral de I asarifolia e I. setifera. Da mesma forma como foram realizadas as
primeiras andalises farmacocinéticas e in silico de constituintes dos OEs das folhas e a analises
de sazonalidade do perfil aromatico de suas flores.

Através de analises computacionais, foram indicados possiveis candidatos entre os
constituintes dos oOleos essenciais, responsaveis pela toxicidade das folhas destas
convolvulaceas. Em especial, o 6xido de cariofileno como candidato a indugao de toxicidade
no OE de I setifera e o derivado de fitol no OE de I asarifolia. Este derivado de fitol
apresentou uma maior concentragao na estacao seca, periodo em que as folhas de /. asarifolia
apresentam maior toxicidade.

O aroma floral de ambas espécies apresentou variagdo durante o gradiente sazonal.
Porém apenas I asarifolia demonstrou possuir relagdo entre a variacdo do seu perfil
aromatico e¢ as mudangas de precipitacdo do gradiente estudado. Germacreno D,
biciclogermacreno e od-elemeno e a-copaeno apresentaram aumento significativo de
concentracdo nos meses mais chuvosos. Estes compostos podem ter um papel ecoldgico para
atracdo de polinizadores especificos da estagdo chuvosa, como moscas e abelhas desta estacao.

Estudos posteriores se fazem necessarios para confirmar a toxicidade dos oleos
essenciais de 1. setifera e I. asarifolia, preferencialmente com testes in vivo, assim como
estudos para esclarecer a dinamica do relacionamento entre o aroma floral destas espécies, o

gradiente sazonal e como estes fatores afetam a relagdo planta-polinizador.
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0

Good
Solubility

Good
Solubility

Good
Solubility

Good
Solubility

Good
Solubility

Reduced
Solubility

Reduced
Solubility

Reduced
Solubility

Good
Solubility

Reduced
Solubility

Result

Accepted

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Alert



10

12

13

beta-Elemene

bicyclogermacrene

Caryophyllene

oxide

Cedroxyde

delta-Cadinene

E-Caryophyllene

E-Nerolidol

epi alpha-Bisabolol

Germacrene D

N-Pentadecane

Pentadecanal

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

Good

good

good

good

good

good

good

good

good

good

good

good

bad

bad

bad

bad

bad

bad

bad

bad

bad

bad

bad

cr

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

NonlInduc
er

0.6

0.73

0.87

0.73

0.73

0.73

0.6

0.73

0.6

0.93

Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

67

Rejected

Accepted

Rejected

Rejected

Accepted

Accepted

Intermedi

ate

Accepted

Accepted

Rejected

Rejected

Low_Risk halo alk
ene,LogP

High Risk epoxide

High Risk epoxide

Low_Risk halo alk
ene

High Risk consecu
tive_alkyl chains,R
otatable
Bonds,LogP

High Risk consecu
tive_alkyl chains,H
igh Risk aldehyde,



14 Phytol

15 Safrole

16  Phytanic acid

Good

Good

Good

Nonlnduc
good bad er

Nonlnduc
good warning er

Nonlnduc
good bad er

0.9

0.2

0.95

Not
Computed

Not
Computed

Not
Computed

No

Yes

No

68

Rotatable
Bonds,LogP

Rotatable
0 Rejected Bonds,LogP

Low_ Risk halo alk

ene, MW,Heavy
0 Rejected Atoms
Rotatable
0 Rejected Bonds,LogP



Apéndice 2. Resultados das analises no servidor SwissADME.

Molecule
alpha-
Humulene
beta-Elemene

Bicyclogerma
crene

Caryophyllene
oxide

Cedroxyde

delta-
Cadinene

E-
caryophyllene

E-nerolidol

Epi-alpha-
bisabolol

germacrene D

Hexadecanoic
acid

Canonical SMILES

CC1=CCC(C)(C)C=CCC(=CCC1)C
C=C[C@]1(C)CC[C@H](C[C@H]1C(=C)C)C(=
o)
CC1=CCCC(=C[C@H2[C@H](CC1)C2(C)C)C

C=C1CC[C@H]20[C@@]2(CC[C@@H2[C@@
H]1CC2(C)C)C

CC1=CCCC2(C)0C2CCC(=CCC1)C

CC1=C[C@@H]2C(=C(C)CC[C@@H]2C(C)C)C
Cl

CC1=CCCC(=C)[C@@H2[C@@H](CC1)C(C2)
©)C

C=C[C@](CC/C=C(/CCC=C(C)C)\C)(0)C

CC(=CCC[C@)([C@@H]1CCC(=CC1)C)(0)C)C

CC1=CCCC(=C)C=C[C@@H](CC1)C(C)C

[13CH3][13CH2]CCCCCCCCCCCCCC(=0)0

Formula

C15H24

C15H24

C15H24

C15H240

C15H240

C15H24

C15H24

C15H260

C15H260

C15H24

C16H320
2

Molecu
lar
weight

204.35

204.35

204.35

220.35

220.35

204.35

204.35

222.37

222.37

204.35

258.41

Heavy
atoms

15

15

15

16

16

15

15

16

16

15

18

Aromatic
heavy
atoms

Fracti
on
Csp3

0.6

0.6

0.73

0.87

0.73

0.73

0.73

0.6

0.73

0.6

0.94

Rotatable
bonds

14

H-bond
acceptors

H-
bond
donors MR

0 70.42
0 70.42
0 68.78
0 68.27
0 70.17
0 69.04
0 68.78
1 74

1 72.36
0 70.68
1 80.8

69

TPSA

12.53

12.53

20.23

20.23

373

iLOGP

3.27

3.37

3.27

3.15

3.14

332

3.29

3.64

3.46

3.32

3.85



n-Pentadecane

Pentadecanal

Phytol

Safrole

Phytanic acid

Continuagdo

Molecule

alpha-
Humulene

beta-Elemene

Bicyclogerma
crene

Caryophyllene
oxide

Cedroxyde

delta-
Cadinene

CCccceecececcecececcece
CCcceceececcecececcece=0
OC/C=C(/CCC[C@@H](CCC[C@@H](CCCC(C
)C)C)C)\C

C=CCclcec2e(c1)0OCO2

C[C@H](CCC[C@@H](CC(=0)0)C)CCCIC@@
H](CCCC(C)C)C

XLOGP3

4.55

6.11

4.14

3.56

3.25

3.8

C15H32

CI5H300

C20H400

CI10H100
2

C20H400
2

WLOGP

5.04

4.75

4.73

3.94

4.39

4.73

21241

226.4

296.53

162.19

312.53

MLOG
P

4.53

4.53

4.63

3.67

3.56

4.63

15

16

21

12

22

Silicos-
IT Log P

3.91

4.5

3.91

4.07

3.96

4.12

Consensu
sLog P

4.26

4.65

4.13

3.68

3.66

4.12

0.93

0.9

0.2

0.95

ESOL
Log S

-3.97

-4.76

-3.72

-3.45

-3.25

-3.43

12

13

13

14

ESOL
Solubility
(mg/ml)

2.17E-02

3.57E-03

3.94E-02

7.84E-02

1.23E-01

7.51E-02

ESOL
Solubility
(mol/l)

1.06E-04

1.74E-05

1.93E-04

3.56E-04

5.58E-04

3.67E-04

ESOL
Class

Soluble
Moder

ately
soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

70

74.22

74.42

98.94

46.61

100.03

Ali Log S

-4.27

-5.89

-3.85

-3.51

-3.19

-3.49

17.07

20.23

18.46

373

Ali
Solubility
(mg/ml)

1.09E-02

2.62E-04

2.90E-02

6.83E-02

1.43E-01

6.55E-02

4.5

3.84

4.77

2.46

4.52

Ali
Solubility
(mol/l)

5.34E-05

1.28E-06

1.42E-04

3.10E-04

6.50E-04

3.20E-04



E-
caryophyllene

E-nerolidol

Epi-alpha-
bisabolol

germacrene D

Hexadecanoic
acid

n-Pentadecane

Pentadecanal

Phytol

Safrole

Phytanic acid

Continuagdo

Molecule

Ali Class

438

4.83

3.79

4.74

7.17

7.74

6.51

8.19

2.96

8.31

4.73

4.4

4.23

4.89

5.55

6.1

5.28

6.36

2.14

6.54

Silicos-IT

4.63

3.86

3.56

4.53

4.19

6.19

4.06

5.25

2.02

5.13

Silicos-
IT

4.19

4.21

3.74

4.01

5.25

5.77

5.52

6.57

3.01

6.33

Silicos-
IT

4.24

4.19

3.76

43

52

6.06

5.04

6.23

2.52

6.16

Silicos-IT

-3.87

-3.34

-4.03

-5.04

-5.24

-4.49

-5.98

-2.95

-6.09

GI
absor

2.78E-02

3.53E-02

1.01E-01

1.92E-02

2.38E-03

1.22E-03

7.38E-03

3.10E-04

1.83E-01

2.55E-04

BBB

1.36E-04

1.59E-04

4.55E-04

9.39E-05

9.22E-06

5.74E-06

3.26E-05

1.05E-06

1.13E-03

8.15E-07

Pgp

Soluble

Soluble

Soluble

Moder
ately
soluble

Moder
ately
soluble

Moder
ately
soluble

Moder
ately
soluble

Moder
ately
soluble

Soluble

Poorly
soluble

CYP1
A2

71

-4.99

-3.91

-4.47

-7.71

-7.58

-6.67

-8.47

-3.01

-8.96

CYP2C19

1.64E-02

2.29E-03

2.74E-02

6.93E-03

4.34E-06

5.55E-06

4.90E-05

9.94E-07

1.58E-01

3.44E-07

CYP2C9

8.01E-05

1.03E-05

1.23E-04

3.39E-05

1.68E-08

2.61E-08

2.16E-07

3.35E-09

9.76E-04

1.10E-09

CYP2D6



alpha-
Humulene
beta-Elemene

Bicyclogerma
crene

Caryophyllene
oxide
Cedroxyde

delta-
Cadinene

E-
caryophyllene
E-nerolidol
Epi-alpha-
bisabolol
germacrene D

Hexadecanoic
acid

Moderately soluble

Moderately soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Moderately soluble

Moderately soluble

Soluble

Moderately soluble

Poorly soluble

LogSw

-3.52

-3.58

-3.52

-3.51

-3.38

-3.52

-3.77

-3.15

-3

-3.32

-5.31

Solubili

ty
(mg/ml)

6.19E-
02

5.36E-
02

6.19E-
02

6.81E-
02

9.10E-
02

6.19E-
02

3.49E-
02

1.56E-
01

2.24E-
01

9.83E-
02

1.26E-
03

Solubilit
y (mol/l)

3.03E-04

2.62E-04

3.03E-04

3.09E-04

4.13E-04

3.03E-04

1.71E-04

7.00E-04

1.01E-03

4.81E-04

4.88E-06

class

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Soluble

Moderatel
y soluble

ption

Low

Low

Low

High

High

Low

Low

High

High

Low

High

permeant

substrate

inhibit

or

72

inhibitor

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

inhibitor

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

inhibitor



n-Pentadecane

Pentadecanal

Phytol

Safrole

Phytanic acid

Continuagdo

Molecule

alpha-
Humulene

beta-Elemene

Bicyclogerma
crene

Caryophyllene
oxide

Cedroxyde

delta-

Poorly soluble -5.92
Poorly soluble -5.49
Poorly soluble -5.51
Soluble -2.99
Poorly soluble -5.42
log Kp
CYP3A4 inhibitor (cm/s)
No -4.32
No -3.21
No -4.61
No -5.12
No -5.34
No -4.85

2.54E-
04

7.41E-
04

9.06E-
04

1.66E-
01

1.20E-
03

Lipinsk
i
violatio
ns

1.19E-06

3.27E-06

3.05E-06

1.02E-03

3.85E-06

Ghose
violation
S

Moderatel
y soluble

Moderatel
y soluble

Moderatel
y soluble
Soluble

Moderatel
y soluble

Veber
violations

Low

High

Low

High

High

Egan

violati
ons

Muegge
violations

Yes

Yes

Bioavaila
bility
Score

0.55

0.55

0.55

0.55
0.55

0.55

PAINS

alerts

73

Brenk
alerts

Yes

Yes

Leadlike
ness
#violatio
ns

Synthetic
Accessibil

ity

3.66

3.63

4.34

435
4.25

4.14



Cadinene

E-
caryophyllene

E-nerolidol

Epi-alpha-
bisabolol

germacrene D

Hexadecanoic
acid

n-Pentadecane
Pentadecanal
Phytol

Safrole

Phytanic acid

No

No

4.44

-4.23

-4.97

-4.18

-2.79

-3.06

-2.29

-5.19

-2.31

0.55

0.55

0.55

0.55

0.56

0.55

0.55

0.55

0.55

0.56

74

4.51

3.53

3.95

4.55

2.31

2.15

2.15

43

2.1

3.67



Apéndice 3. Padrao de fragmentacdo do derivado de fitol.

Relative abundance

AT TR TE TN

»

i
o

n
3

= i
(=] -

"

]
]
1 oo oo 0 ons 0 loovuluwuwlyyyyl

[
E

o
1

123

S
s
| 17T
1 e 1A E 17y 158 I - ks _— ~va —
" | II 1l II n 1 1= A= i 2 8 243 283 <o P s,
t iy T T T T T LN S Sy S S e
a0 A S0 1EA A -5 0 aAA A A o ~En A g o A0 A
Wl o= - - &y kv Ca=a At “ W o

75




Apéndice 4. Analise comparative entre os padrdes de fragmentacdo do constituintes derivado de fitol (A) e fitol (B).

lqon View Compoundinfo Process Help

58 2106 Phytol 53 2-Hexadecen-10l, 3,7,11,154etram
% [ 2045 Phytol $ 2-Hexadecen-10l, 3.7.11,15¢stram 296 C20H400  NISTOSLIB
8 1179 6Octen-1ol, 3 7dmethnt- (+/-} 88 (+/-}C8 156 CI10H200  NISTOS.LB
&7 [ 1164 Cyclohexancl, Smethyl-2{1-methylethyl}-. [1S{ 156 C10H200  NISTI1Ib
7 [ 1164 Cyclohexancl, Smethyl-2{1 methylethnl}-. [1S{ 156 C10H200  NISTOS.UB
o 0 1164 Cyciohexancl, Smethyl-2{1-methylethyf)-. (18 156 CI10H200  NISTOS.UB
& [ 1164 Cyclohexancl, Smethyl-2{1-methylethyl)-. (18l 156 C10H200  NISTI1ib
&7 [ 133 13Metvbertadec-1dene-1.13dol 25 C16H3202 NISTOSLB BN
l.Jﬁﬁ
Taiget Retindex
Peak 71/ 10,000
(A)
4
1
,. I |l| . ol T:u Lk L4 1 165 179 196 22 206 2682 218 a"\ g
mmaammaﬁmmwmmnflom:hzhﬁzbmﬂuw
1:2%: kuzm1da.?111s-wman-ﬂ}-sunmaun,ls'~ thyk-2-hexadecen-1-ok, (2. 7R,11R} $% (2€.7R,11R}3.7.11,15-Tetramethyh-2-hexadecen-1-0l $$ 3.7.11,154eramethyh 2 hexadecene-1.ok, (2E.7R,1 1R} $8 [E}Prytol $3

Base Peak: 71/ 10,000

, oLx10.900
g (B)
“fol“] s'oll]le'a - Tlluie ;‘l' f.l 137 18 15 123 196 2 22 28 28 *Q g

R A MR R R e NI nat = N NAER~ MRS NI N A G s

Case: 150-86-7 Molwt 296  Senal: 115516
CmpdMame:  Phytol $3 2 Hexadecen-1-0l. 3.7.11.154etramethyt, [R{R* R*E|[} $3 brans-Phytol $3 37,1115 Tetramethyl- 2 hexadecen-1-ok, (2£.7R,11R) $% (2£.7R.11R}3.7.11,15 T etramethyl 2 henadecen-1-ol $3 3.7.11,15-teramettyd 2-hexadecens-1-ob, (26, 7R 11R) $8 [E}P
Formula C20H400 Class Flag: No Class Flags.

Retindex 2045
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