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RESUMO

PEREIRA, L. C. O. Compostos Bioativos das Partes Aéreas de Evolvulus
linarioides. 2021. 180 f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos

Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, 2021.

Trés novos sesquiterpenos do tipo cariofilano, linariofilenos A-C (1-3), dois novos
derivados do hamamelitol, linaritols A (4) e B (5), duas novas cromonas, linariosideos
A (6) e B (7), e trés cromonas conhecidas, cnidimol C (8), monnierisideo A (9),
undulatosideo A (10), foram identificadas das partes aéreas de Evolvulus linarioides.
As estruturas desses compostos foram elucidadas por dados de RMN, EM e IV. As
configuragcdes absolutas dos compostos 1-5 e 7 foram estabelecidas com base nos
dados de dicroismo circular eletrénico (DCE). O potencial anti-inflamatorio dos
compostos 1-5 e 7-10 foi avaliado pela sua capacidade de inibir a producao de 6xido
nitrico (NO) e da citocina proé-inflamatéria IL-18 por macréfagos da linhagem J774
estimulados. Os compostos testados em concentra¢des ndo citotdxicas, inibiram a
producdo de NO por macrofagos, exibindo valores de ICso entre 17,8 e 66,2 uM, e
inibiram a producdo de IL-18 por macrofagos estimulados com eficacia de inibicao
variando de 72,7 a 96,2%.

Palavras-chave: Evolvulus linarioides; Convolvulaceae; atividade anti-inflamatéria;

derivados do hamamelitol.



ABSTRACT

PEREIRA, L. C. O. Bioactive Compounds from the Aerial Parts of Evolvulus
linarioides. 2021. 180 f. Thesis (Doctor in Natural and Bioactive Synthetic Products)

— Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, 2021.

Three new caryophyllane-type sesquiterpenoids, linariophyllenes A-C (1-3), two new
hamamelitol derivatives, linaritols A (4) and B (5), two new chromones, linariosides A
(6) and B (7), and three known chromones, cnidimol C (8), monnieriside A (9), and
undulatoside A (10), were identified from the aerial parts of Evolvulus linarioides. The
structures of these compounds were elucidated by NMR, MS, and IR data. The
absolute configurations of compounds 1-5 and 7 were established via electronic
circular dichroism data. The anti-inflammatory potential of compounds 1-5 and 7-10
was evaluated by determining their ability to inhibit the production of nitric oxide (NO)
and proinflammatory cytokine IL-18 by stimulated J774 macrophages. Compounds
tested at noncytotoxic concentrations inhibited NO production by macrophages,
exhibiting ICso values between 17.8 and 66.2 yM, and inhibited IL-13 production by
stimulated macrophages by 72.7-96.2%.

Keywords: Evolvulus linarioides; Convolvulaceae; anti-inflammatory activity;

hamamelitol derivatives.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais possuem um papel bem estabelecido em varias culturas
no tratamento de doencas, desde muito antes do nascimento das ciéncias modernas
e tecnoldgicas. Além disso, os produtos naturais tém servido como fonte de inspiracao
para o desenvolvimento e descobrimento de novas drogas (YANG et al., 2020).

Newman e colaboradores, reportaram que 32% do total de 1394 novos
farmacos (moléculas pequenas) aprovados entre 1981 e 2019 sdo produtos naturais
ou seus derivados, e 30% dos medicamentos sintéticos utilizaram como prototipo uma
molécula de origem natural (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Sendo assim, os produtos naturais sdo as principais fontes de novas drogas.
Diferentes estratégias sdo empregadas no descobrimento de novas drogas advindas
de produtos naturais, sendo o conhecimento acerca das atividades farmacoldgicas
das plantas a base para esse desenvolvimento. A descoberta de efeitos terapéuticos
de produtos naturais requer o isolamento de compostos ativo, que geralmente
utilizam-se vérias técnicas cromatograficas, como cromatografia gasosa (CG) e
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Além disso, sdo empregadas
técnicas cromatograficas hifenadas a diversos detectores visando aumentar a
resolucao e capacidade de separacao de constituintes de matrizes complexas, como
detectores de ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD), ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM) (ZHANG et al., 2020;ZHU et al.,
2018).

A familia Convolvulaceae é considerada cosmopolita com maior incidéncia de
espécies nos tropicos e poucas nas zonas temperadas. E representada por
aproximadamente 1900 espécies agrupadas em 55-60 géneros (STEFANOVIC;
AUSTIN; OLMSTEAD, 2003). A diversidade estrutural e potencial biol6gico das suas
espécies estado associadas aos alcaloides do tipo tropano, calistegina, pirrolizidinico,
indolizidinico e ergolina (AHIMSA-MULLER et al., 2007;HARAGUCHI et al.,
2003;MEIRA et al.,, 2012;0TT et al., 2013;SCHIMMING et al., 2005), flavonoides,
lignanas (SOUSA et al., 2012) e triterpenos (TOFERN et al., 1999). Além destes,
estudos reportam a ocorréncia de resinas glicosidicas, que sdo macrolideos formados
por acucares esterificados com acidos graxos (FAN; HE et al., 2019;LIRA-RICARDEZ
et al., 2019;SURA et al., 2019). Acucares esterificados por via metabdlica natural
geram uma grande diversidade estrutural (GHOSH; JONES, 2017).



17

O género Evolvulus L. consiste em mais de 100 espécies de plantas,
distribuidas mundialmente (OOSTSTROOM, VAN, 1934). Investigacdes fitoquimicas
anteriores em plantas deste género resultaram no isolamento de antocianinas,
flavonoides glicosilados, triterpenos, cumarinas, alcaloides e resinas glicosidicas
(AUSTIN, 2008;FAN; LU et al., 2019;GUPTA et al., 2013;KUMAR et al., 2010;TOKI et
al., 1994). Além destes, ja foram reportados poliois livres e esterificados (alcoois de
acucar ou alditols) que apresentaram atividade anti-estresse (ANTHONSEN et al.,
1976;GUPTA et al., 2007).

Algumas espécies desse género sdo usadas na medicina tradicional para os
tratamentos de doencas relacionadas com inflamacao como edema, disenteria, asma,
bronquite e outras afec¢bes do trato respiratério (AYYANAR; IGNACIMUTHU,
2011;CANO; VOLPATO, 2004;LEKSHMI; REDDY, 2011;MIA et al., 2009;YADAV, M.
K. et al., 2019).

Considerando que o envelhecimento populacional no mundo tem aumentado a
demanda por anti-inflamatoérios mais seguros e eficazes, pois a maioria das doencas
relacionadas a idade compartilham uma patogénese inflamatéria, € importante a
busca de novas moléculas bioativas (FRANCESCHI; CAMPISI, 2014;LIMA et al.,
2014). Os macrofagos apresentam papel essencial na iniciacdo e manutencdo da
inflamacdo por serem fonte de mediadores inflamatérios, como citocinas,
prostaglandinas e O6xido nitrico (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Diante disto,
investigacOes farmacoldgicas tém utilizado macréfagos ativados para a realizacéo de
screening para a identificacdo de novos compostos com potencial anti-inflamatorio.

Evolvulus linarioides Meisn. € uma erva distribuida em alguns paises da
América Latina e pode ser encontrada no bioma Caatinga (FERREIRA; SIMAO-
BIANCHINI; MIOTTO, 2014). Na continua busca por metabdlitos com atividade anti-
inflamatorio e tendo em vista o potencial medicinal do género Evolvulus, foi realizada

a investigacgéao fitoquimica de E. linarioides.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alcool de acgtcar

Os alcoois de agucar, também chamados frequentemente de polidis ou alditdis,
sdo a forma reduzida de aglcares e se referem a compostos aciclicos com trés ou
mais carbonos que sustentam grupos hidroxilas. Estes compostos podem derivar
tanto de uma aldose quanto de uma cetose, sendo assim, o termo alditol ndo é
considerado o mais apropriado, e sim alcool de acucar (LOESCHER; EVERARD,
1996;MOING, 2000). Sua funcdo na fisiologia de plantas esti relacionada com
assimilacdo fotossintética, translocacdo e armazenamento de carbono e poder
redutor, regulacdo de coenzimas, regulacdo da atividade da agua e como soluto
compativel (LOESCHER, 1987). E isso resulta na correlacdo de alcoois de acucar e o
desenvolvimento pela planta de tolerancia a seca, sal, temperatura e a outros
estresses (LOESCHER; EVERARD, 2000).

Os alcoois de acucar mais comuns sdo os de cadeia linear de seis carbonos:
sorbitol, manitol e galactiol. Dentre os menos comuns de cadeia linear estdo os de
sete carbonos como perseitol (reduzido de manoheptulose) isolado do abacate, e
volemitol (reduzido de sedoheptulose) isolado de espécies de Primula (Primulaceae)
(Quadro 1) (NOIRAUD; MAUROUSSET; LEMOINE, 2001).

Dentre os mais incomuns estdo os alcoois de acgucares de cadeia ramificada.
A literatura relata que sO existem trés acucares de cadeia ramificada relatados em
plantas: apiose [(3-C-(hidroximetil)-D-glicerotetrose) (PICMANOVA; M@LLER, 2016),
acido acérico (3-C-carboxi-5-deoxixilose) (SPELLMAN et al., 1983) e hamamelose (2-
C-hidroximetilribose) (SCHILLING; KELLER, 1977). Como exemplo de derivados
naturais da hamamelose estdo: o seu &lcool de acucar, hamamelitol (MOORE;
HACKETT; SEEMANN, 1995;MOORE; TALBOT; SEEMANN, 1997); o clusianose, um
oligossacarideo formado por uma unidade de galactose e outra de hamamelitol
(AVIGAD; DEY, 1997); e, hamamelitanino, que é constituido por duas unidades de
galoil e uma de hamamelose (Quadro 2) (THEISEN et al., 2014).



Quadro 1

— Exemplos de alcoois de acgucar.
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SACHIN, 2019)
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Quadro 2 — Alcoois de aclicares de cadeia ramificada e derivados da hamamelose.
0 o CH,OH
OH OH 0 oH
COOH CH,OH
CH,0H
OH OH OH OH OH
Acido acérico Apiose Hamamelose
(SPELLMAN et al., 1983) (PICMANOVA, (SCHILLING;
M@LLER, 2016) KELLER, 1977)
CH,OH
o) HO
HO HO
OH
OH z OH HO
© HO
H
OH HO OH o}
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Hamamelitol
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Anteriormente, Anthonsen e colaboradores (1976) reportaram o isolamento de
um alcool de aclucar ramificado, o 2-C-metil-eritritol, da espécie Convolvulus
glomeratus pertencente a familia Convolvulaceae (ANTHONSEN et al., 1976). Além
disto, foi relatado a ocorréncia deste mesmo alcool de acucar na sua forma livre e
também esterificado a uma unidade cafeoil na espécie Evolvulus alsinoides
(Convolvulaceae), este ultimo composto apresentou atividade antiestresse (Quadro 3)
(GUPTA et al., 2007).

Quadro 3 — Alcoois de aglicares isolados de espécies de Convolvulaceae.

2-C-metil-eritritol
(ANTHONSEN et al., 1976)

HO X OH
OH (@]
HO OH
0

HO
2,3,4-trihidroxi-3-metilbutil 3-[3-hidroxi-4-(2,3,4-trihidroxi- 2-
metilbutoxi)-fenil]-2-propenoato
(GUPTA et al., 2007)

2.2 Familia Convolvulaceae Juss.

A familia Convolvulaceae compreende cerca de 1900 espécies e 57 géneros
(WCSP, 2021). A sua distribuicdo é principalmente cosmopolita, apresentando varios
géneros endémicos de zonas tropicais (Figura 1) (STEFANOVIC; AUSTIN;
OLMSTEAD, 2003).

No Brasil podem ser encontrados 24 géneros e cerca de 416 espécies, sendo
0S mais representativos Ipomoea L., Evolvulus L. e Jacquemontia Choisy. Essa familia
ocorre em todas as formacdes vegetacionais, principalmente em ambientes abertos e
em bordas de matas. No Nordeste ha registros de 18 géneros e 221 espécies, destes,
14 géneros e 137 espécies ocorrem na Caatinga (BANDEIRA et al., 2019;DELGADO
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JUNIOR; BURIL; ALVES, 2014;MACHADO et al., 2020;MARINHO; JARDIM; BURIL,
2021).

Figura 1 — Mapa de calor da distribuicdo geografica da familia Convolvulaceae Juss. no
mundo.
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Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden.
http://legacy.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=42000283&tab=maps, acessado em: 26
jul. 2021.

A familia Convolvulaceae apresenta grande diversidade de caracteristicas
morfolégica e de habitats. S&o caracterizadas como ervas (Convolvulus, Evolvulus),
arbustos e trepadeira (Ipomoea, Argyeria), e podem ser xerdfitas, hidréfita (1. aquatica)
ou parasita (Cuscuta L.). Apresentam folhas alternadas e flores regulares pentameras
com corolas entrancadas. (DELGADO JUNIOR; BURIL; ALVES, 2014;YADAV, S.;
HEMKE; UMEKAR, 2018)

Quanto a importancia econémica, algumas espécies de Convolvulaceae séo
utilizadas na alimentacdo humana, em destaque a batata-doce ou batata-da-terra
(Ipomoea batatas (L.) Lam.) que € consumida em quase todas as partes mundo, e .
aquatica utilizada na Asia (MEIRA et al., 2012). Espécies dos géneros Ipomoea e
Evolvulus sdo muito utilizadas como ornamentais devido a beleza e coloracéo das
suas flores. Esta caracteristica também é responsavel por atrair muitos polinizadores,
como insetos, beija-flores, mariposas e borboletas. Algumas espécies sé&o
consideradas daninhas por invadirem plantacdes e crescerem junto de outras plantas,
essa caracteristica é atribuida ao seu habito de trepadeira, como as do género
Ipomoea, Jacquemontia e Merremia, e holoparasita, como Cuscuta (SILVA, 2013).
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Plantas da familia Convolvulaceae apresentam atividades como antidiabética,
cicatrizante e antimicrobiana (AMBIKA; NAIR, 2019). Convolvulus pluricaulis
(Shankhapushpi) e Evolvulus alsinoides s&o importantes plantas da Ayurveda
utilizadas para o tratamento de véarias desordens do sistema nervoso central, como
insanidade, epilepsia, neurastenia e amnesia (CHEN et al., 2018). Algumas espécies
de Ipomoea e Turbina séo consideras alucindgenas por serem colonizadas por fungos
e produzem alcaloides ergolinicos (STEINER; LEISTNER, 2018). Devido a presenca
de resinas glicoliticas, alguns medicamentos com propriedade purgativa sao obtidos
das raizes de espécies de Convolvulaceae, como C. scammonia, |. orizabensis e I.
purga (ONO, 2017).

Os metabdlitos secundarios de Convolvulaceae séo diversificados e podem ser
encontrados: alcaloides pirrolidinicos, pirrolizidinicos, nicotinoides, tropanicos,
calisteginas, dentre outros; flavonoides; lignanas e neolignanas; hidroxicumarinas;
terpenos, como sesqui-, di-, tri- e tetraterpenoides; derivados de acidos graxos, como
amidas de &cidos graxos, lipideos e resinas glicosidicas. Dentre esses, os alcaloides
pirrolidinicos, calisteginas e tropanicos, e as resinas glicosidicas, sdo considerados
marcadores quimiotaxondmicos dessa familia (YADAV, S.; HEMKE; UMEKAR, 2018).

2.3 Género Evolvulus L.

O género Evolvulus compreende cerca de 103 espécies, com distribuicdo
predominantemente nas Ameéricas e duas espécies pantropicais, Evolvulus alsinoides
e E. nummularius. No Brasil, ocorrem 73 espécies em todas regides e dominios
geograficos, sendo o Cerrado e a Caatinga os que apresentam maior diversidade. Na
regido Nordeste sdo conhecidas 55 espécies, 0 que representa 71% das espécies
registradas no Brasil (Figura 2) (BFG, 2018;SANTOS; BURIL, 2020;WCSP, 2021).

As plantas do género Evolvulus sdo ervas eretas ou prostradas, com ramos
delgados, cilindricos, sericeos ou vilosos. As folhas séo simples, inteiras, sésseis ou
subsésseis. As flores séo solitarias ou em inflorescéncias corimbiformes, axilares e
terminais, pediceladas; corola hipocrateriforme ou rotada, azul, 0,5-0,7 x 0,5-0,7 cm;
sépalas iguais, lanceoladas (MARINHO; JARDIM; BURIL, 2021).

Na medicina popular algumas espécies séo utilizadas com diversos fins que

estdo relacionadas no quadro 4.
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Figura 2 — Mapa de calor da distribuicdo geografica do género Evolvulus L. no mundo.
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Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden.
http://legacy.tropicos.org/Name/40007885?tab=maps, acessado em: 01 ago. 2021.

Quadro 4 — Espécies de Evolvulus utilizadas na medicina popular.

Espécie Uso Popular Referéncias

Evolvulus alsinoides Insanidade, epilepsia, (AMBIKA; NAIR,
debilidade nervosa, perda 2019;CHEN et al.,
de memodria, febre, sifilis, 2018;SINGH, 2008)
bronquite crbnica, asma,
tosse, resfriados, e etc.

Evolvulus arbuscula Impoténcia, esterilidade, (CANO; VOLPATO,
expectorante e dor de 2004;FACEY et al.,
barriga. 1999)
Evolvulus nummularius Queimaduras, cicatrizacao, (AMBIKA; NAIR,
picada de escorpiéo, febre, 2019;AYYANAR,;
verme, disenteria e edema. IGNACIMUTHU,
2011;DINDA et al.,
2007;MIA et al.,
2009)

Evolvulus pterygophyllus Hemorroidas, inflamacédo no (CARNEIRO, 2009)
Gtero e ovario.

Evolvulus sericeus Gripe e dor de cabeca. (MAGNO-SILVA;
ROCHA; TAVARES-
MARTINS, 2020)

Em relacdo aos constituintes quimicos, h4 uma grande variedade de
metabdlitos secundarios, sendo reportado o isolamento de resinas glicosidicas (XU et
al., 2020), antocianinas (TOKI et al., 1994), alcaloides (SINGH, 2008), flavonoides
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glicosilados (SUNDARAMOORTHY; PACKIAM, 2020), triterpenos, cumarinas
(KUMAR et al., 2010), derivado com esqueleto croman-2-ona (AKHTAR et al., 2009),
e compostos fendlicos (GUPTA et al., 2007).

Além destes, muitos estudos em Convolvulaceae reportam a ocorréncia de
resinas glicosidicas, que sdo macrolideos formados por acUcares esterificados com
acidos graxos (FAN; HE et al., 2019;LIRA-RICARDEZ et al., 2019;SURA et al., 2019).
Modificacdes de acucares por esterificacdo por via metabdlica natural gera uma
grande diversidade estrutural, dentre essa variedade estdo os polidis (alcoois de
acucar) (GHOSH; JONES, 2017). Polidis livres e esterificados ja foram isolados

anteriormente do género Evolvulus (GUPTA et al., 2007).

2.4 Espécie Evolvulus linarioides Meisn.

Evolvulus linarioides, sindbnimo Evolvulus pulchellus Meisn., pode ser
encontrada em alguns paises da América Latina. No Brasil, ocorre nos estados do
Parana, Minas Gerais, Bahia, Ceara, Pernambuco e Paraiba (Figura 3) (FERREIRA,;
SIMAO-BIANCHINI; MIOTTO, 2014;SIMAO-BIANCHINI; SILVA, 2020).

Figura 3 — Espécie Evolvulus linarioides Meisn.

Esta espécie € uma erva que apresenta caule com ramos eretos pouco
ramificados, folhas na forma de laminas linear ou elipticas, face adaxial glabrescente,
face abaxial sericea, base subcordada, &pice agudo. Inflorescéncia com pedunculo e
pedicelo longo e tipo tirso multifloro. As flores sao azuis ou lilas de 5-10 mm com
sépalas lanceoladas, indumento sericea e a corola infundibuliforme (SIMAO-
BIANCHINI; SILVA, 2020).
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Estudos fitoquimicos envolvendo esta espécie reportaram o isolamento de trés
sesquiterpenos do tipo cariofilano, acetato de linariofileno, linariofileno A e C, duas
cromonas 5,7-dissubstituidas conhecidas como cnidimol C e monnierisideo A, ferulato
de alquila e dois esteroides (PEREIRA, 2016;QUEIROGA, 2012).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento da familia Convolvulaceae, bem como do

género Evolvulus, através do estudo fitoquimico da espécie Evolvulus linarioides

Meisn.

3.2 Objetivos especificos

Extrair, isolar e purificar os metabdlitos secundarios encontrados na espécie E.

linarioides;

Desenvolver método analitico em CLAE-DAD-EM e transpd-lo para escala
preparativa a fim de isolar e purificar os metabdlitos secundérios da espécie E.

linarioides;

Caracterizar os constituintes quimicos isolados por infravermelho, rotacéo otica,
espectrometria de massas de baixa e alta resolucdo, e ressonancia magnética

nuclear de H e 13C e bidimensionais;

Definir a configuracdo absoluta dos compostos isolados por dicroismo circular

eletrdnico, e dos acucares por CG-EM e comparacao com padrao;

Avaliar a atividade anti-inflamatdria de compostos isolados de E. linarioides através
da inibicdo da producao de oxido nitrico e da citocina proé-inflamatéria IL-18 por
macroéfagos da linhagem J774 estimulados.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Métodos do isolamento e purificagcado

Os meétodos cromatograficos utilizados para o isolamento e a purificacdo dos
constituintes quimicos de Evolvulus linarioides foram: Cromatografia em Coluna (CC)
utilizando como adsorvente silica gel (ART 7734 da MERCK, de particulas com
dimensdes entre 0,060-0,200 mm e 70-230 mesh), colunas cilindricas de vidro com
comprimentos e diametros variaveis (de acordo com a quantidade de amostra
submetida a cromatografia) e solventes PA para eluicdo, como hexano (hex),
diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) (Quimica Moderna e
Vetec), puros ou em misturas binarias; e, Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia
(CLAE) empregando um cromatografo da marca Shimadzu constituido de duas
bombas de alta pressdo LC-10ADvp, detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp,
forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp, degaseficador DGU-14a e injetor manual
com alca de amostragem de 20 pL (analitico) e 100 pL (semipreparativo e
preparativo). As colunas cromatograficas analitica, semipreparativa e preparativa
foram as da marca ACE C18, com 5 um de tamanho de particula e dimenséo de 250
X 4,6 mm (analitica), Venusil XBP C18, com 10 pm de tamanho de particula e
dimenséo de 250 x 10 mm (semipreparativa), e ACE C18, com 5 ym de tamanho de
particula e dimensao de 250 x 21,2 mm (preparativa), Na preparacdo das solucdes,
utilizou-se filtros para seringa em PVDF com 0,45 ym de diametro de poro e diametro
30mm (Allcrom) além de aparelho de banho de ultrassom (Unique-USC-1600). Foram
empregados solvente (metanol) de grau HPLC (Tedia) e agua ultrapura tipo | (Mili-Q).
Na bomba A foi utilizado uma solu¢éo de acido formico 0,1% e na bomba B foi utilizado
metanol, ambos degaseificados.

Para andlise do processo de isolamento e purificacdo das fragdes obtidas por
CC, foram realizadas cromatografias em camada delgada analiticas (CCDA),
utilizando cromatofolha de aluminio — silica gel 60 F254 da Merck. As substancias em
analise foram reveladas através da exposicdo das cromatoplacas a radiacdo
ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda de 254 e 366 nm, em aparelho
Mineralight (modelo UVGL-58), como também, por impregnacao das placas em cubas
de vidro saturadas com vapores de iodo. Apos analise da CCDA, as fracGes foram

reunidas de acordo com os semelhantes fatores de retencao (Ry).
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4.2 Métodos de identificacdo e caracterizacao

4.2.1 Rotacao Optica

As rotacdes opticas foram medidas a 25 °C em um polarimetro JASCO P-2000

e as amostras foram solubilizadas em metanol.

4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (V) (4000 a 400 cm), foram
registrados em espectrometro FTIR da Bruker Vertex 70 e BOMEM FT-IR (modelo MB
100), com frequéncia medida em cm, obtidos em pastilha de brometo de potassio

(KBr) e por espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR).

4.2.3 Dicroismo Circular Eletrénico

Os espectros de Dicroismo Circular (DC) foram obtidos no espectropolarimetro
modelo J-815 da Jasco. As leituras foram feitas no intervalo de 180 a 400 nm a 25 °C
e as amostras solubilizadas em acetonitrila.

Para estabelecer a estereoquimica absoluta dos compostos, os dados
experimentais de DC foram comparados com os calculados. Para isso, os estudos
conformacionais foram realizados no programa Spartan’14 utilizando o campo de
forca MMFF94 (molecular mechanics force field). Os conférmeros com até 10 kcal/mol
de energia foram gerados e otimizados com calculos usando DFT (density functional
theory) em B3LYP/6-311+G(2d,p). Os espectros foram obtidos por DFT e TD-DFT
(time-dependent-DFT) utilizando o programa Gaussian 09 e analisados no SpecDis
v.1.71.

4.2.4 Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C, uni e
bidimensionais, foram obtidos em espectrémetros das marcas BRUKER AVANCE Il
HD, operando a 400 MHz para hidrogénio (RMN de 'H) e 100 MHz para carbono-13
(RMN de 13C), e VARIAN SYSTEM, operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN de
H) e 125 MHz para carbono-13 (RMN 13C) do Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Andlise do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da
UFPB (LMCA-IPeFarM-UFPB). As amostras para andlise foram solubilizadas em
solventes deuterados: cloroformio deuterado (CDCls), metanol deuterado (CD30OD) e
acetona deuterada (acetona-ds).

Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
as constantes de acoplamento (J) em Hz, referenciados para RMN de *H pelos picos
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracbes ndo deuteradas do
cloroférmio (7,26 ppm), metanol (3,30 ppm) e acetona (2,04 ppm). Para os espectros
de RMN de 13C, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos sinais dos
carbonos do solvente deuterado: CDCIs (77,0 ppm), CDsOD (49,0 ppm) e acetona-ds
(29,8 ppm).

As multiplicidades no espectro de RMN de 'H foram indicadas segundo as
convencgodes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo
dubleto), t (tripleto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de 13C foram obtidos utilizando-se a técnica de APT, BB
e DEPT-135.

4.2.5 Espectrometria de Massas (EM)

Para obtencdo dos espectros de massas das substancias foram utilizados
espectrobmetros de massas de alta e baixa resolucdo da marca Bruker, modelo
microTOF 1l e lon-Trap AmazonX, respectivamente, pela técnica de lonizagdo por
Eletrospray (modo positivo (ESI+) e negativo (ESI-)), ambos situados no LMCA-
IPeFarM-UFPB.

Para as andlises de CLAE-EM/EM, foram utilizados 1,0 mg da amostra
solubilizado em 1,0 mL de MeOH com ajuda do banho de ultrassom, filtradas através
de um filtro PVDF de 0,45 uym e injetadas no CLAE. A analise foi realizada utilizando
um UFLC (Shimadzu) contendo duas bombas de solvente LC20AD, um auto
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amostrador SIL20AHT e um controlador de sistema CBM20A, acoplado com um
espectrometro de massas lon-Trap (AmaZon X). Utilizou-se uma coluna C18
(Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 ym), volume de injegao de 20 L, taxa de fluxo de
0,6 mL/min e os solventes: bomba A: H20 e acido féormico (0,1% v/v); bomba B: MeOH.

Os parametros de andlise do lon-Trap foram os seguintes: capilar 4,5 kV, ESI
no modo positivo ou negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 10 psi, gas seco
(N2) com fluxo de 6 mL/min e temperatura de 250 °C. A fragmentacéo de CID foi
conseguida no modo autoMS/MS utilizando o modo de resolugéo avangada para o
modo MS e MS/MS. As possiveis estruturas putativas foram propostas com base no
padrao de fragmentacdo MS/MS. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada
2s.

4.2.6 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas no cromatografo GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu) com ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV utilizando a coluna
cromatografica RTX-5MS (30 m/0,25 mm/0,25 um df).

4.3 Estudo fitoguimico

4.3.1 Coleta e identificagcdo do material botéanico

As partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. foram coletadas em 19 de
junho de 2009, no municipio de Matureia, no Estado da Paraiba (07°16'01"S,
37°21'05"W). A identificacdo botanica foi realizada pela Professora Dra. Maria de
Fatima Agra do Setor de Boténica do Programa de Pds-graduagdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Uma exsicata desta espécie encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (JPB), do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (UFPB), sob o codigo
AGRA et al. 6970. O registro de acesso no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi obtido sob nimero A18E40E.
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4.3.2 Processamento do material vegetal de Evolvulus linarioides Meisn.

As partes aéreas de Evolvulus linarioides foram desidratadas em estufa com ar
circulante a temperatura média de 40 °C durante 72 horas. Ap0s a secagem, o material
vegetal foi submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico do tipo

Harley, obtendo-se 1,5 kg de p6 seco.

4.3.3 Obtencdo do Extrato Metandlico Bruto (EMB) das partes aéreas de

Evolvulus linarioides Meisn.

O material vegetal seco e pulverizado (1,5 kg) foi submetido a maceragao com
metanol em um recipiente de aco inoxidavel durante 72 horas. Este processo foi
repetido por trés vezes.

A solucdo extrativa resultante da maceracdo foi concentrada em
rotaevaporador sob pressao reduzida, a uma temperatura média de 40 °C, sendo
obtido 300 g de EMB, com rendimento de 20% em relagdo ao peso seco da planta
(Esquema 1).

4.3.4 Particionamento do Extrato Metandlico Bruto de Evolvulus linarioides

Meisn.

Uma aliquota do EMB (100,0 g) foi suspensa em 200 mL de uma solucéo
MeOH/H20 (7:3 v/v) e homogeneizado sob agitacdo mecénica. Desse processo
resultou uma solucao hidroalcodlica que foi submetida a uma particdo liquido-liquido,
em uma ampola de separacdo, com 0s seguintes solventes organicos, em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.

As solucgbes obtidas no processo de particao foram tratadas com sulfato de
sédio anidro (Na2S0O4) e submetidas a filtracdo sob presséo reduzida. Apos esse
processo, 0s solventes foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura
média de 35 °C, obtendo-se: 28,5 g de fase hexanica, 24,0 g da fase diclorometano,

18,0 g da fase acetato de etila e 21,3 g da fase n-butanol (Esquema 1).



Esquema 1- Obtencédo e particionamento do EMB de Evolvulus linarioides Meisn.

Partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.

- Desidratagdo em estuda com ar circulante
- Pulverizacdo em moinho mecéanico

Material vegetal seco e pulverizado (1,5 kg)

- Maceracédo com metanol (trés vezes)
- Concentragcdo em evaporador rotativo

Extrato Metandlico Bruto (300 g)

- Aliquota de 100 g do extrato
- Dissolugao em MeOH:H20 (7:3 v/v)
- Agitacado mecanica por 60 minutos

Solugao Hidroalcodlica

- Particdo em ampola de separagdo com hexano

l - Secagem com Na2SOg4
- Filtrag&o simples

_ . i - Concentragéo em evaporador rotativo
Solugao Hidroalcodlica |

Fase Hexanica (28,5 g)

- Particdo em ampola de
separacéo com DCM

- Secagem com NazSOa4
- Filtrac&o simples

- . - - Concentra¢@o em evaporador rotativo
Solucgao Hidroalcodlica ll

- Particio em ampola de Fase Diclorometano (24,0 g)
separagéo com AcOEt

- Secagem com NazSOq4
- Filtrac&o simples
- Concentrac@o em evaporador rotativo

Solucao Hidroalcodlica lll

- Particdo em ampola de Fase Acetato de Etila (18,0 g)
separagéo com n-BuOH

- Secagem com NazSOq4
- Filtrag&o simples

- . ‘- - Concentrag@o em evaporador rotativo
Solucao Hidroalcodlica IV

Fase n-Butanol (21,3 g)
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4.3.5 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Evolvulus
linarioides Meisn.

4.35.1 Fracionamento cromatografico da fase hexanica de Evolvulus

linarioides Meisn.

Uma aliquota de 8,5 g da fase hexanica foi submetida a uma coluna
cromatografica, utilizando-se como fase estacionaria silica gel 60, e como eluentes
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo um
grau crescente de polaridade. Foram coletadas 137 fragdes, que foram concentradas
individualmente em rotaevaporador a temperatura média de 35 °C (Tabela 1;
Esquema 2).

As fragbes foram analisadas através de CCDA e RMN de !H, e reunidas
guando semelhantes e de acordo com seus Ry, apos visualizagcdo na luz ultravioleta

(Tabela 1; Esquema 2).

Tabela 1 - Fracionamento cromatografico da fase hexanica do EMB das partes aéreas de
Evolvulus linarioides.

Fracdes Solvente Proporcéao
le? Hex 100
3a33 Hex:AcOEt 95:5
34 a 97 Hex:AcOEt 90:10
98 a 112 Hex:AcOEt 85:15
113 a121 Hex:AcOEt 70:30
122 a 126 Hex:AcOEt 40:60
127 a 130 AcOEt 100
131 a132 AcOEt:MeOH 95:5
133 a 136 AcOEt:MeOH 90:10
137 AcOEt:MeOH 80:20
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Uma aliquota de 112,2 mg da fragdo 78-108 (387,2 mg) foi submetida a CLAE
semipreparativo utilizando o sistema de elui¢éo isocratico 70% de B por 90 minutos
(fluxo 3,5 mL/min; A = 238 nm), resultando em duas subfracdes, A e B (Figura 4). A
subfracdo B (9,51 mg, Tr = 87 min), apresentou-se com uma mistura e foi submetida
novamente a CLAE semipreparativo utilizando o sistema isocréatico 70% de B por 100
minutos (fluxo 3,5 mL/min; A = 238 nm) (Figura 5). Apds a andlise dos espectros de
RMN de H, o pico 1 (13,5 mg, Tr = 60,2 min) foi codificado como 5 e encaminhado

para determinacao estrutural.

Figura 4 — Cromatograma da fragdo 78—108 com identificacdo da subfracdo B.
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Figura 5 — Cromatograma da fragdo 78-108 subfracdo B com identificacdo da substancia

isolada.
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A fracdo 110-113 (150 mg) foi purificada em CLAE semipreparativo utilizando

sistema de eluigdo isocratico 70% de B por 70 minutos (3,5 mL/min; A = 238 nm)
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(Figura 6). Ap6s a andlise dos espectros de RMN de !H, o pico 1 (10,2 mg, Tr = 42,7

min) foi codificado como 4 e encaminhado para determinaco estrutural.

Figura 6 — Cromatograma da fragdo 110-113 em 238 nm com identificacdo da substancia
isolada.
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Esquema 2 — Fracionamento cromatografico da fase hexanica do EMB das partes aéreas
de Evolvulus linarioides Meisn.

Fase Hexanica (8,5 g)

- CC (silica gel &0)
- Hex, AcOEt, MeQH
- CCDA e RMN de 'H

110-113 137

- RMN de H
- CLAE (C-18, MeOH:Hz0)

- RMN de 'H
- CLAE (C-18, MeOH:Hz0)

SubfracaoB

- RMN de 'H
- CLAE (C-18, MeOH:Hz0)

(1,4 mg)
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A reunido das fragbes 114-115 que originou o sesquiterpeno (3) reportado em
trabalho anterior (PEREIRA, 2016), foi recristalizado em acetato de etila a fim de
aumentar o seu grau de pureza, e assim, ser submetido a analise de determinacao

da sua configuracdo absoluta e atividade farmacoldgica.

4.3.6 Fracionamento cromatogréfico da fase diclorometano de Evolvulus

linarioides Meisn.

Uma aliquota de 3,5 g da fase diclorometano foi submetida a uma CC,
utilizando-se como fase estacionaria silica gel 60 (Artigo 7734 MERCK - 0,063-0,200
mm), e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias, obedecendo um grau crescente de polaridade. Foram coletadas 102 fra¢des,
gue foram concentradas individualmente em rotaevaporador a temperatura média de
35 °C (Tabela 2; Esquema 3).

As fracdes foram analisadas através de CCDA e RMN de !H, e reunidas
guando semelhantes e de acordo com seus Ry, ap0s visualizagdo na luz ultravioleta

(Tabela 2; Esquema 3).

Tabela 2 — Fracionamento cromatogréfico da fase diclorometano do EMB das partes aéreas
de Evolvulus linarioides.

Fracoes ‘ Solvente Proporgéao
le?2 Hex 90:10
3 Hex:AcOEt 80:20
4a?27 Hex:AcOEt 70:30
28 a 30 Hex:AcOEt 65:35
3la34 Hex:AcOEt 60:40
35a41 Hex:AcOEt 50:50
42 a 47 Hex:AcOEt 40:60
48 a 51 Hex:AcOEt 30:70
52ab54 Hex:AcOEt 10:90
55 a 63 AcOEt 100
64 a 68 AcOEt:MeOH 99,5:0,5
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69a7l AcOEt:MeOH 99:1
72a75 AcOEt:MeOH 95:5
76 a 84 AcOEt:MeOH 90:10
85 a 88 AcOEt:MeOH 80:20
89 a 102 AcOEt:MeOH 70:30

A fracdo 53-59 (61,2 mg) foi submetida a CLAE-EM/EM no modo positivo,
utilizando um sistema de eluicdo exploratorio (5-100% de B em 120 min e 100% por
20 min) (Figura 7). Na analise dos espectros de massas das duas substancias
majoritarias no modo positivo, observou-se que as mesmas apresentavam m/z 277
[M+Na]*, semelhantes ao sesquiterpeno isolado anteriormente da espécie em estudo
(QUEIROGA, 2012). Entéo, essa fragédo foi submetida a purificagdo por CLAE em
escala semipreparativa utilizando sistema de eluicdo isocratico 55% de B por 40
minutos (fluxo 3,5 mL/min; A = 205 nm), fornecendo duas frac6es (Figura 8). Apos a
andlise dos espectros de RMN de 'H dos picos 1 (15 mg, Tr = 32,6 min) e 2 (14 mg,
Tr = 38,2 min), possibilitou verificar que o pico 1 se trata do sesquiterpeno (1) isolado
anteriormente da espécie em estudo (QUEIROGA, 2012), e o pico 2 foi codificado

como 2 e encaminhado para determinagao estrutural.

Figura 7 — Cromatograma do CLAE-EM/EM da fragdo 53-59 no modo positivo com
identificacdo das substancias isoladas.
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Figura 8 — Cromatograma da fragdo 53—59 em 205 nm das substéncias isoladas.
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A fracdo 76-86 (586 mg) foi submetida a CLAE-EM/EM no modo negativo
(Figura 9), utilizando o perfil de eluigao: 0,0-50,0 min (25% de B); 50,0-55,0 min (25—
35% de B); 55,0-127,0 min (35% de B); 127,0-130,0 min (35-100% de B); 130,0—
160,0 min (100% de B). Uma aliquota de 154 mg da frac&o foi submetida a purificacao
por CLAE semipreparativo utilizando o mesmo sistema de elui¢édo (fluxo 3,5 mL/min;
A = 254 nm), resultando em 4 fracdes (Figura 10). Apds a andlise dos espectros de
RMN de H, verificou-se que o pico 1 (Tr = 46,7 min) se tratavam do cnidimol C (8)
isolado previamente da espécie em estudo (QUEIROGA, 2012), e o pico 2 (4,7 mg,

Tr=96,7 min) foram codificados como 7 e encaminhado para determinacéao estrutural.

Figura 9 — Cromatograma do CLAE-EM/EM da fragéo 76—86 no modo negativo com
identificacdo das substancias isoladas.
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Figura 10 — Cromatograma do CLAE semipreparativo da fragdo 76—86 em 254 nm com
identificagdo das substancias isoladas.
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Esquema 3 — Fracionamento cromatografico da fase diclorometano do EMB das partes
aéreas de Evolvulus linarioides Meisn.

Fase Diclorometano (3,5 Q)

- CC (silica gel 60)
- Hex, AcOEt, MeOH
- CCDA e RMN de H

76-86 102

- RMN de H - RMN de H
- CLAE-EM/EM - CLAE-EM/EM
- CLAE (C-18, MeOH:H:0) - CLAE (C-18, MeOH:H20+0,1% Ac. Form.)

(14 mg) v

(4,5 mg) (4,7 mg)




40

4.3.7 Fracionamento cromatogréafico da fase n-butanol de Evolvulus linarioides

Meisn.

Uma aliquota de 10 g da fase n-butanol foi submetida a uma CC utilizando-se
Sephadex LH-20 e eluida com metanol. Foram coletadas 68 fracdes, que foram
concentradas individualmente em rotaevaporador a temperatura média de 35 °C. As
fragGes foram analisadas através de RMN de *H e reunidas quando semelhantes.

A reunido das fracdes 30-37 (250 mg) foi purificada por CLAE preparativo
utilizando o mesmo sistema de elui¢ao (fluxo 8 mL/min; A = 254 nm), resultando em 3
picos. Apds a analise dos espectros de RMN de *H, verificou-se que os picos 2 (45,4
mg, Tr = 64,4 min) e 3 (4,8 mg, Tr = 62,8 min) se tratavam dos compostos ja
conhecidos monnierisideo A (9) (KIM et al., 2012;QUEIROGA, 2012) e undulatosideo
A (10) (PENG et al., 2016), respectivamente, e o pico 1 (0,5 mg, Tr = 31,4 min) foi
codificado como 6 e encaminhado para determinagao estrutural.

A configuracao absoluta da unidade de acucar foi definida através da hidrolise
acida de 9 e por comparacdo com o tempo de retencdo do padrdo por analise por
CG-EM (FU et al., 2000;MA et al., 2003).

4.4 Hidrolise Acida e Analise por CG-EM

Uma aliquota do composto 9 (5 mg) foi submetida a refluxo por 3 horas a 70
°C em solucdo HClI em MeOH 2 N (5 mL). A solugéo resultante foi concentrada em
rotaevaporador a pressao reduzida. O precipitado foi ressuspendido em agua e
extraido com CHCIs. A aglicona foi recuperada da fase organica e o acucar da fase
aquosa. A fase aquosa foi derivatizada e analisada por CG-EM (MA et al., 2003).

Para a derivatizacao da fracdo de acUcares foi realizada a solubilizacdo em 60
pL de piridina e adicionado 100 pL do reagente derivatizante BSTFA (N,O-bis-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida). A mistura reacional foi aquecida a 70 °C por 30
minutos para promover o0 processo de derivatizacdo (HAAS; LAMOUR; TRAPP,
2018).

A amostra foi analisada por CG-EM com o programa de temperatura iniciando
a 100 °C por 1 minuto, posteriormente aumentando até 290 °C com taxa de 10 °C/min

e permanecendo a 290 °C por 8 minutos. A temperatura do injetor foi configurada
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para 280 °C. O fluxo do géas (He) foi de 0,8 mL/min (FU et al., 2000). O padrdo de D-
glicose foi derivatizado e analisado seguindo 0 mesmo protocolo.

4.5 Atividade farmacologica

45.1 Ensaio de Citotoxicidade

Para determinar a citotoxicidade dos compostos, macréfagos murinos da
linhagem de células J774 foram semeados em placas de 96 pocos a densidade de
células de 2 x 10° células/pogo em meio Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM,;
Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB; GIBCO) e 50 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis,
GO, Brasil), e incubada durante a noite a 37 °C e 5% de COa2. As células foram
estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-y (5 ng/mL; Sigma), os compostos
1-5 e 7-10 foram adicionadas em sete concentracdes entre 6,25 a 200 yM em
quintuplicata e as placas foram incubadas por 72 h. Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad,
CA) foi adicionado as placas (20 uL/po¢o), seguido por incubacao por 12 h. As placas
foram lidas a 570 nm e 600 nm. Violeta genciana (Synth, Sdo Paulo, Brasil) foi usada
como controle positivo. Trés experimentos independentes foram realizados
(OPRETZKA et al., 2019).

4.5.2 Ensaio de Producio de Oxido Nitrico e Citocina

Para as determinacfes de NO e citocina (IL-1), células J774 foram semeadas
a placas de 96-pocos a 2 x 10° células/ poco em meio DMEM suplementado com 10%
de SBF e 50 ug/mL de gentamicina por 2 h a 37 °C e 5% de CO2 (ESPIRITO-SANTO
etal., 2017). As células foram entéo estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-
v (5 ng/mL; Sigma) na presenca de diferentes concentra¢des dos compostos testados
(6,25-100 puM), dexametasona (0,00064-10 uM) ou de veiculo e incubado a 37 °C.
Sobrenadantes sem células foram coletados em 24 h e mantidos a -80 °C.
Concentragbes de IL-18 em sobrenadantes de cultura de macréfagos foram
determinadas pelo ensaio de imunoabsor¢édo enzimética (ELISA) usando o kit DuoSet

da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) seguindo as instru¢des do fabricante e os
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resultados sdo expressos em picogramas de IL-18 por miligramas de proteina. A
quantificacdo de NO foi realizada pelo método de Griess (GREEN et al., 1982).

45.3 Andlise Estatistica

Os dados sao expressos como média + erro padrao da média. Comparacgdes
entre os tratamentos foram feitas usando one-way ANOVA e o teste de Tukey. Todos
os dados foram analisados usando o programa Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA,

USA). Diferencas estatisticas foram consideradas significantes se p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Manuscrito: Compostos Bioativos das Partes Aéreas de Evolvulus

linarioides (artigo publicado narevista Journal of Natural Products)

Compostos Bioativos das Partes Aéreas de Evolvulus linarioides

Laiane C. O. Pereira,’ Lucas S. Abreu,’ Joanda P. R. e Silva,’ Francisca S. V. L. Machado,
Cinthia S. Queiroga,” Renan F. do Espirito-Santo,* Diego F. de Agnelo-Silva,® Cristiane F.
Villarreal,® Maria de F. Agra,™ Vicente C. de O. Costa,” Josean F. Tavares,” e Marcelo S. da

Silva™t

"Programa de pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil
*Instituto Gongalo Moniz, Fundagio Oswaldo Cruz, Salvador, Brasil

S8Faculdade de Farméacia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil
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RESUMO: Trés novos sesquiterpenos do tipo cariofilano, linariofilenos A—C (1-3), dois
novos derivados do hamamelitol, linaritols A (4) e B (5), duas novas cromonas, linariosideos A
(6) ¢ B (7), e trés cromonas conhecidas, cnidimol C (8), monnierisideo A (9), undulatosideo A
(10), foram identificadas das partes aéreas de Evolvulus linarioides. As estruturas desses
compostos foram elucidadas por dados de RMN, EM e IV. As configuragdes absolutas dos
compostos 1-5 ¢ 7 foram estabelecidas com base nos dados de dicroismo circular eletronico
(DCE). O potencial anti-inflamatério dos compostos 1-5 e 7-10 foi avaliado pela sua
capacidade de inibir a producdo de 6xido nitrico (NO) e da citocina pré-inflamatéria IL-15 por
macrofagos da linhagem J774 estimulados. Os compostos testados em concentracdes ndo
citotoxicas, inibiram a producdo de NO por macrofagos, exibindo valores de ICso entre 17,8 e
66,2 uM, e inibiram a producao de IL-14 por macrdfagos estimulados com eficacia de inibicao

variando de 72,7 a 96,2%.
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O género Evolvulus L. consiste em mais de 100 espécies de plantas, distribuidas mundialmente.
Investigacdes fitoquimicas anteriores em plantas deste género resultaram no isolamento de
antocianinas, flavonoides glicosilados, triterpenos, cumarinas, alcaloides e resinas
glicosidicas.>® Além destes, ja foram reportados poliois livres e esterificados (4lcoois de agticar
ou alditols) que apresentaram atividade anti-estresse.”® Apesar desses compostos possuirem
uma estrutura simples, sdo encontrados menos de vinte tipos em espécies vegetais, e sua fun¢ao
na fisiologia esta relacionada com assimilagdo fotossintética, transloca¢do e armazenamento de
carbono e poder redutor, regulacdo de coenzimas, regulagao da atividade da d4gua e como soluto
compativel !

Algumas espécies desse género sdo usadas na medicina tradicional para os tratamentos
de doengas relacionadas com inflamacdo como edema, disenteria, asma, bronquite e outras
afecgdes do trato respiratério.'>1® Considerando que o envelhecimento populacional no mundo
tem aumentado a demanda por anti-inflamatérios mais seguros e eficazes, pois a maioria das
doencas relacionadas a idade compartilham uma patogénese inflamatoria, € importante a busca
de novas moléculas bioativas.'”*® Os macrofagos apresentam papel essencial na iniciacéo e
manutencdo da inflamacdo por serem fonte de mediadores inflamatorios, como citocinas,
prostaglandinas e Oxido nitrico (NO).*® Diante disto, investigagbes farmacoldgicas tem
utilizado macrofagos ativados para a realizacdo de screening para a identificacdo de novos
compostos com potencial anti-inflamatorio.

Evolvulus linarioides Meisn. ¢ uma erva distribuida em alguns paises da América Latina
e pode ser encontrada no bioma Caatinga.?’ Na continua busca por metabélitos com atividade
anti-inflamatorio e tendo em vista o potencial medicinal do género Evolvulus, foi realizada a
investigacdo fitoquimica de E. linarioides. Neste estudo, foram isolados trés novos
sesquiterpenos do tipo cariofilano (1-3), dois novos derivados do hamamelitol (4 e 5), duas

novas cromonas (6 e 7) e trés cromonas conhecidas, cnidimol C (8),2* monnierisideo A (9),??
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undulatosideo A (10).2% Considerando que as propriedades anti-inflamatdrias de cromonas®* e
sesquiterpenos®® tém sido demonstradas, os compostos isolados 1-5 e 7—-10 foram avaliados

quanto ao seu potencial anti-inflamatdrio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As partes aéreas de E. linarioides foram secas e extraidas com MeOH trés vezes em temperatura
ambiente. O extrato MeOH foi suspenso em MeOH—H>0 (7:3) e particionado com n-hexano,
CH:Cl2, AcOEt e n-BuOH. As fases n-hexanica e CH2Cl, foram submetidas separadamente a
coluna cromatografica de silica gel de fase normal seguida de separacdes sucessivas por CLAE
semipreparativo, obtendo-se da fase n-hexanica os compostos linaritols A (4) e B (5) e
linariofileno C (3), e da fase CH2Cly, o linariofilenos A (1) e B (2), linariosideo B (7) e 0
cnidimol C (8).2! A fase n-BuOH foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20 e submetida a
purificacdo por CLAE preparativo, obtendo-se os compostos linariosideo A (6), monnierisideo
A (9)?? e undulatosideo A (10).% Os compostos conhecidos foram identificados por comparacio
dos seus dados espectroscopicos com dados reportados na literatura. As estruturas dos novos
compostos foram determinadas por dados de RMN 1D e 2D, IESEMAR, ESIEM/EM, IV e

ECD.
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Figura 11 - Chart 1
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Composto 1 foi isolado como sélido amorfo branco com rotacdo especifica negativa
([¢]®b —34, MeOH). O espectro de IV mostrou a presenca de hidroxila (3401 cm™) e ligagéo
olefinica (1648 cm™"). Sua formula molecular foi definida como C1sH2603 por IESEMAR m/z
277,1762 [M + Na]* (calculado 277,1774), inferindo em trés indices de deficiéncia de
hidrogénio. Desses, um foi associado a um grupo olefinico (dc 140,2, 125,4). O espectro de
RMN de 3C de 1 mostrou sinais atribuidos a trés carbonos oxigenados (d¢ 75,1, 73,8, 67,5),
um carbono quaternrio (dc 35,0), dois carbonos metinicos (dc 44,8, 40,1), quatro carbonos
metilénicos (oc 34,0, 33,4, 30,6, 27,4) e trés carbonos metilicos (dc 30,1, 24,1, 19,6). No
espectro de RMN de H de 1 observou-se sinais de duas metilas terciarias em sy 1,0 (s) e 0,97
(s); uma metila alilicaem oy 1,71 (s); um sinal de prdton olefinico em 0y 5,41 (brt, J = 7,6 Hz);
dois sinais para protons oximetilénicos em oy 3,24 e 3,18 (2 x d, J = 11,2 Hz) e um proton

oximetinico em dn 4,39 (dd, J = 2,4; 8,4 Hz) (Tabela 3). Os dados espectroscopicos de RMN
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1D indicam que 1 possui um nlcleo bésico de sesquiterpeno do tipo cariofilano.?5?” As
correlagdes observadas no espectro HMBC de H3z-13/H3-12 com C-1 e do H-3 com este mesmo
carbono e com C-4/C-5/C-14 inferiram a ligac&o olefinica A*® (Figura 12). A localizacéo da
ligacdo olefinica foi inequivocamente estabelecida pela correlacdo de HMBC de H3z-14 com C-
3 (dc 125,4) e C-5 (dc 73,8). Correlagdes de prétons em oy 3,24 e 3,18 com 0s carbonos em dc
33,4 (C-7), 75,1 (C-8) e 40,1 (C-9) indicando a presenca de uma hidroxila e um grupo
oximetilénico em C-8. A configuracdo relativa foi atribuida pelo experimento de NOESY
(Figura 13). As correlagdes entre H-9 e H-15, Ho-15 e H-7a, e H-7a e H-5 indicaram que esses
prétons estdo cofaciais, e inferiram na g-orientation of HO-5 e HO-8. A Z-configuracdo da
dupla ligagdo A3™ foi definida pela correlagio do NOESY entre H-3 e Hz-14. A configuragéo
absoluta de 1 foi estabelecida por comparagdo dos dados de ECD experimentais e calculados
(Figura 14) e definida como (1R,5S,8R,9S). Portanto, a estrutura do linariofileno A (1) foi

estabelecida como mostrado no Chart 1.

Figura 12 - Correlagées de HMBC, COSY 'H-1H e TOCSY *H-'H dos compostos 1-5 e 7.
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Figura 13 = Principais correlacdes de NOESY H-H de 1-3.

Composto 2 foi isolado como um sélido amorfo branco com rotacédo especifica negativa
([¢]®b —74, MeOH). O espectro de IV mostrou a presenca de hidroxila (3341 cm™) e ligagéo
olefinica (1662 cm™). Sua formula molecular foi definida como Ci15H2603 por IESEMAR com
m/z 277,1760 [M + Na]* (calculado 277,1774), inferindo em trés indices de deficiéncia de
hidrogénio. Os dados espectroscopicos RMN 1D foram similares a aqueles do composto 1,
exceto pela presenca de deslocamentos caracteristicos de dupla exociclica [0n 5,14 (d, J = 1,4
Hz); 5,03 (d, J = 1,4 Hz); oc 152,5, 110,9] e pela auséncia da metila em C-4. Assim, definiu-se
a posicao da dupla ligagdo A**4), sendo confirmada pelas correlacdes de HMBC de Hz-14 com
C-3/C-5 (Figura 12). As correlacbes de NOESY observadas entre H-9 e Hz-15/H-7a, € H-75 ¢
H-5 sugeriram a S-orientacdo da HO-8 e a a-orientacdo da HO-5. A configuracdo absoluta de
2 foi estabelecida como (1R,5R,8R,9S) por comparacdo dos dados de ECD experimentais e
calculados (Figura 14). Assim, a estrutura do linariofileno B (2) foi estabelecido como mostrado

no Chart 1.
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Figura 14 — Espectros de ECD experimental e calculados dos compostos 1-5 e 7.
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Composto 3 foi isolado como solido amorfo branco com rotacdo especifica negativa
([¢]®p —41, MeOH). Sua formula molecular foi definida como Ci17H2s04 por IESEMAR com
m/z 319,1866 [M + Na]* (calculado 319,1880), inferindo em quatro indices de deficiéncia de

hidrogénio. O espectro de IV mostrou a presenca de bandas de absorcao atribuidas a hidroxila
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(3535 cm!) e carbonila de éster (1722 cm™'). A comparacido dos dados espectroscopicos de
RMN de 3C de 1 e 3 mostrou que as estruturas se diferenciavam pela auséncia do grupo
olefinico, pela presenca de um grupo acetoxi (dc 171,1, 20,8) e carbonos carbinolicos de grupo
epoxido (Jc 61,1, 58,8) semelhante a estrutura do éxido de cariofileno.?® O espectro de HMBC
de 3 mostrou a correlacdo da metila Hz-14 (dn 1,22 s) com ambos os carbonos do grupo epoxido
permitindo a atribuicdo de C-5 e C-4 (Figura 12). Além disso, a localizacdo do grupo acetoxi
foi determinada pelo acoplamento de HMBC de H>-15 com a carbonila de acetato. As
correlagdes de NOESY observadas entre H-9 e H,-15/H3-13 e Hz-13 e H-2a revelaram a a-
orientagdo desses grupos. Assim, a correlagdo entre H-25 com Hs-14 e Hs-14 com H-5
indicaram que esses grupos estdo S-orientados. A comparacao dos dados de ECD experimental
e calculados (Figura 14) suportaram a configuragéo absoluta (1R,4S,5R,8R,9S) de 3. Deste

modo, a estrutura do linariofileno C (3) foi estabelecida como mostrado no Chart 1.

Tabela 3 = Dados Espectroscépicos de RMN dos Compostos 1, 2 e 3.

12 22 3P
posicao on (J em Hz) Joc on (J em Hz) ac on (J em Hz) Jc
1 2,23, m¢ 448 2,03, m¢ 45,0 1,98, m¢ 46,3
20 2,23, m¢ 27,4 1,75, m¢ 32,9 1,63, dt (15,0,3,5) 28,7
28 2,06, m® 1,62, m 1,49, m¢
3a 5,41, brt (7,6) 1254 2,38, m 31,4 1,96, m¢ 41,4
3B 1,64, me 0,89, td (13,5, 3,5)
4 140,2 152,5 58,8
5 439,dd (8,4,2,4) 738 4,14, d1 (5,7) 75,7 3,18,dd (9,5,55) 61,1
6a 1,77, m 30,7 194, m 254 1,16, m 25,2
6p 1,52, m 1,65, m¢ 2,19, m
To 1,46, m 33,4 1,60, m¢ 28,4 1,52, m¢ 34,1
B 1,83, m 151, m 1,98, m¢
8 75,1 74,9 72,8
9 2,06, m® 40,1 1,97, mt 43,3 2,12, m 49,9
10a 1,68, m¢ 34,0 1,74, mt 34,5 1,52, m¢ 35,6
108 1,39, m 1,45, dd (11,1, 8,6) 1,76, 1 (10,5)
11 35,0 34,3 335
12 0,97, s 30,1 0,96, s 29,8 0,90, s 29,6

13 1,00, s 24,1 0,95, s 23,8 0,95,s 22,7
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14 1,71, s 19,6 5,14,5,03,d (1,4) 1109 1,22, s 16,4
15 3,24,3,18,d (11,2) 675 3,14,3,11,d (10,8) 68,9 3,79,3,71,d (10,5) 717

AcO-15 1711
2,00,s 20,8

aRMN de 400 MHz, metanol-ds. "RMN de 500 MHz, acetona-ds. °Sinais sobrepostos.

Composto 4 foi isolado na forma de um 0leo incolor com rotacdo especifica positiva
([0]?°p +13, MeOH). Sua formula molecular foi definida como C2sHzs011 por IESEMAR com
m/z 535,2152 [M + Na]* (calculado 535,2150), indicando oito indices de deficiéncia de
hidrogénio. O espectro de IV mostrou a presenca de hidroxila (3426 cm™), carbonila (1729
cm™') e ligagdo olefinica (1644 cm™'). Os espectros RMN 1D mostraram sinais caracteristicos
de dois grupos acetatos (on 2,05 s, 2,03 s; oc 170,7, 170,2, 20,9, 20,7) e trés angeloil (o 6,14
m, 1,98 m, 1,90 m; éc 167,7, 167,5, 165,9, 140,4, 140,0, 139,9, 2 x 126,9, 126,7, 20,5, 2 x 20,4,
3 x 15,8). Os seis sinais restantes no espectro de RMN de *3C foram caracteristicos de carbonos
oxigenados, sugerindo um esqueleto de um poliol derivado de um acucar. A auséncia de
deslocamento quimico entre dc 90—110 referente a carbono anomérico, excluiu a possibilidade
de uma estrutura ciclica. A presenca de trés carbonos oximetilénicos (dc 64,2, 64,1, 62,9)
sugeriu uma estrutura de um &lcool de agticar de cadeia ramificada.?® A literatura relata que s6
existem trés acUcares de cadeia ramificada relatados em plantas: apiose [(3-C-(hidroximetil)-
D-glicerotetrose),®® &cido acérico (3-C-carboxi-5-deoxixilose)®* e hamamelose (2-C-
hidroximetilribose).3? A presenca dos deslocamentos quimicos para carbono ndo hidrogenado
(dc 74,6), dois carbonos oximetinicos (dc 71,1, 70,8), além dos trés carbonos oximetilénicos,
foram compativeis somente com o &lcool do aglicar hamamelose, 0 hamamelitol.3* No espectro
de TOCSY 'H-'H (Figura 12) foi identificado a sequéncia de prétons correlacionados: —
CH(OR)-CH(OR)-CH2(OR) (615,50 d, J = 3,6 Hz; 5,45 m; 4,67 dd, J = 12,4, 2,4 Hz; 4,19 dd,
J =124, 8 Hz) (Tabela 4). Adicionalmente, as correlagdes de HMBC de H-1/H-2'a/H-2'b com

C-2/C-3, Ho-1 com C-2', H-2'a/H-2'b com C-1, e H-4 com C-2, estabeleceram o arranjo de dois
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carbonos metilénicos e a sequéncia de protons em C-2. De maneira analoga, o espectro de
HMBC definiu as localizagdes dos substituintes pelos acoplamentos de H»-1, H-2'a/H-2'b ¢ H-
3 com as carbonilas do grupo angeloil em dc 167,5, 165,9 e 167,7, e de H-4 e H-5a/H-5b com
as carbonilas do acetato em d¢c 170,2 e 170,7, respectivamente. O espectro de LC-ESIEM/EM
no modo positivo, mostrou um ion aduto [M + Na]* em m/z 535 com padréo de fragmentacédo
caracterizado pela ocorréncia da perda neutra de 60 amu, tipico de um grupo acetoxi. Além
disso, foi observado as perdas neutras de 82 e 100 amu referentes ao grupo angeloil. Baseado
nos dados de ECD experimental e calculado, a configuracdo absoluta (3R,4R) de 4 foi
estabelecida. Portanto, a estrutura do linaritol A (4) foi estabelecida como (3R,4R)-4,5-
diacetoxi-1,3,6-triangeloiloxi-hamamelitol.

Composto 5 foi isolado na forma de um 6leo incolor com rotacdo especifica positiva
([¢]?p +11, MeOH). Sua férmula molecular foi definida como C2sHzsO10 por IESEMAR com
m/z 511,2534 [M + H]" (calculado 511,2538), indicando a presenca de oito indices de
deficiéncia de hidrogénio. O espectro de IV mostrou a presenca de hidroxila (3417 cm™),
carbonila (1720 cm™) e ligacéo olefinica (1650 cm™). A analise dos dados de RMN sugeriu
que 5 possui 0 mesmo esqueleto derivado do hamamelitol 4, diferindo apenas na presenca de
quatro unidades de angeloil [0 6,13 (4H, m), 1,98 (12H, m), 1,90 (12H, m); oc 168,4, 167,8,
167,6, 165,7, 140,7, 139,7, 2 x 139,6, 3 x 127,1, 126,5, 4 x 20,4 e 4 x 15,8]. A localizacdo dos
grupos angeloil foram definidas pelas correlagdes observadas no HMBC de H-1/H-2'/H-3/H-5
com as carbonilas do grupo angeloil em ¢ 167,8, 167,6, 165,7 e 168,4, respectivamente (Figura
12). O espectro de LC-ESIMS/MS no modo positivo, mostrou um ion aduto [M + Na]* em m/z
533 com padrdo de fragmentacéo caracterizado pela ocorréncia de perdas neutras de 18, 82 e
100 amu, tipico de perdas de unidades H20 e do grupo angeloil. A comparacdo dos dados de

ECD experimental e calculados (Figura 14) estabeleceu a configuragdo absoluta (3R,4R) de 5.
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Assim, a estrutura do linaritol B (5) foi estabelecida como (3R,4R)-1,3,5,6-tetraangeloiloxi-

hamamelitol.

Tabela 4 — Dados Espectroscépicos de RMN (400 MHz, CDCl3) dos Compostos 4 e 5.

4 5
posicéo on (J em Hz) Joc on (J em Hz) Jc
1 433,s 64,2 4,32,d (12,0)% 4,29, d (12,0) 65,0
2 74,6 75,0
2 4,31, d (11,6); 64,1 4,50, d (12,0); 64,6
4,13,d (11,6) 4,33,d (11,6)2
5,50, d (3,6) 71,1 5,31,d (8,0) 71,0
4 5,45, m 70,8 4,33, ma 70,1
5 4,67, dd (12,4, 2,4); 62,9 4,33;24,19, dd (11,6, 5,6) 65,8
4,19, dd (12,4, 8,0)
AngO-1 167,5 167,8
126,9 127,1
6,14, m 140,0 6,13, m 139,7
1,98, m 15,8 1,98, m 15,8
1,90, m 20,4 1,90, m 20,4
AngO-2’ 167,7 167,6
126,9 127,1
6,14, m 139,9 6,13, m 139,6
1,98, m 15,8 1,98, m 15,8
1,90, m 20,4 1,90, m 20,4
AngO-3 165,9 165,7
126,7 126,5
6,14, m 140,4 6,13, m 140,7
1,98, m 15,8 1,98, m 15,8
1,90, m 20,5 1,90, m 20,4
AcO-4 170,2
2,05, s 20,9
AcO-5 170,7
2,03,s 20,7
AngO-5 168,4
127,1
6,13, m 139,6
1,98, m 15,8
1,90, m 20,4

aSinais sobrepostos.
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Composto 6 foi isolado na forma de dleo incolor com rotagéo especifica negativa ([¢]*°p
-18, MeOH). Sua formula molecular foi definida como CisH18010 por IES-EMAR com m/z
369,0808 [M — HJ] (calculado 369,0827), inferindo em oito indices de deficiéncia de
hidrogénio. Os espectros de RMN 1D de 6 mostraram dois singletos em Jy 6,66 e 6,48 e 0s
sinais de carbonos em ¢ 184,2, 164,9, 163,1, 159,2, 107,3, 101,2 e 95,9, um conjunto de sinais
foram atribuidos a uma ligacéo olefinica trissubstituida (dn 6,33 s; oc 172,2; 107,0) e grupo
oximetilénico alilico (du 4,47 s, 2H; dc 61,4), que sdo tipicos de um ndcleo cromona 5,7-
dissubstituida semelhante a cnidimol C.?* Uma unidade de glicose foi identificada pela presenca
de um proton anomérico em dy 5,02 (d, J = 6,8 Hz; dc 101,5) e sinais de carbonos entre dc 62,3
e 78,3. Esta unidade foi localizada na posicdo C-7 por comparacdo com O composto
undulatosideo A (10) e com dados da literatura.?> Uma analise adicional de RMN de H em
DMSO-ds mostrou a presenca de um grupo OH quelado (du 12,76 br s OH-5) corroborando
com a localizacao da unidade de glicose em C-7. No espectro de HMBC, foi possivel observar
as correlacbes de H-3 (on 6,33) com os carbonos C-2/C-4/C-4a/C-9 e dos prétons
oximetilénicos alilicos H2-9 (on 4,47) com C-2/C-3, além das correlagbes dos prétons
aromaticos H-6 (Jn 6,48) com C-5/C-7/C-4a/C-8 e de H-8 (Jn 6,66) com C-7/C-8a/C-4a. Deste
modo, a estrutura de linariosideo A (6) foi identificada como 5-hidroxi-2-hidroximetil-4H-
benzopiran-4-one-7-O-p-glicopiranosideo.

Composto 7 foi isolado como um p6 amorfo marrom com rotacdo especifica negativa
([¢]*°p —28, MeOH). Sua formula molecular foi definida como C21H26012 por IESEMAR com
m/z 469,1358 [M — H] (calculado 469,1351), apresentando uma unidade CsHgO2 a mais do que
em 6. No espectro de RMN de 'H de 7 observou-se sinais de uma metila terminal em 6 0,90
(3H, t, J = 7,2 Hz), protons metilénicos em oy 1,55 (2H, m) e um proton metinico em oy 2,49
(1H, m) que foram semelhantes a estrutura do grupo 2-metilbutanoil (MeBu),>* exceto pela

presenca de protons oximetilénicos [y 3,70 (m) e 3,63 (m)] ao invés de uma metila. O espectro
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de RMN de *C de 7 mostrou sinais para carbono metilico em é¢ 12,0, dois carbonos metilénicos
em oc 22,7 e 63,7, um carbono metinico em Jc 51,3 e uma carbonila de éster em Jc 176,1,
revelando a existéncia do substituinte 2-hidroximetil-butanoil (HmBu) (Figura 12). O espectro
de COSY H-!H corroborou com a presenca da unidade HmBu pela sequéncia de prétons
correlacionados: —CH2(OH)-CH(COO)-CH>—CHs. No espectro de HMBC foi possivel
observar as correlactes de H>-6' (oy 4,22, 4,43) com a carbonila C-1" (dc 176,1), e H2-9 (dn
4,63) com C-1' (6c 104,2) que confirmaram as localizagbes do grupo HmBu em C-6' e da
unidade de glicose em C-9. O espectro de IESEM/EM no modo negativo, mostrou um ion da
molécula desprotonada em m/z 469 [M — H]", que ao ser fragmentado apresentou um pico base
em m/z 451, formado pela perda de H,O. A partir dos espectros de EM?, foi possivel observar
a perda da unidade HmBu (100 amu), gerando o pico base em m/z 351, e em seguida a perda
de um residuo de glicose (144 amu) (m/z 351 = m/z 207). Os espectros de ECD experimental
e calculado foram compativeis e a configuracdo absoluta de linariosideo B (7) foi definida como

(1'R2'R,3'S,4'S,5'R,2"S).

Tabela 5 — Dados Espectroscdpicos de RMN (400 MHz, metanol-ds) dos Compostos 6 e 7.

6 7

posicao on (J em Hz) ac on(JemHz) dc
2 172,2 167,7
3 6,33, s 107,0 6,39, s 108,3
4 184,2 183,8
4a 107,3 105,6
5 163,1 163,3
6 6,48, s 101,2 6,18, s 100,2
7 164,9 166,1
8 6,66, s 95,9 6,31, s 95,0
8a 159,2 159,5

9 4,47,s (2H) 61,4 4,63, m(2H) 67,6
1 5,02, d (6,8) 1015 443, m? 104,2
2 3,47, m? 74,6 3,25, m? 748
3 3,41, m? 78,3 3,37, m? 77,6
4 3,40, m? 71,1 3,35, m? 714
5 3,47, m? 778 3,49, m 75,5
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6 3,90,dd (12,0, 1.8); 62,3 422,443 M 64,2
3,70, dd (12,0, 5,4)

HmMBUO-6' 176,1

o 2,49, m 51,3

3 155,m (2H) 22,7

4 090,t(72) 120

5 370,363, m 637

aSinais sobrepostos.

A configuragdo absoluta da unidade de agucar foi definida por método por CG-EM® e
a reagdo de hidrdlise &cida de 9 resultou em glicopiranose.®® A configuracio absoluta foi
identificada como D-glicopiranose por compara¢do com o tempo de retencdo do padrao de D-
glicopiranose.

Os compostos conhecidos 8—10 foram identificados pela comparacdo de dados
espectroscopicos e espectrométricos com dados da literatura. Os compostos foram definidos
como cnidimol C (8),%* monnierisideo A (9)? e undulatosideo A (10).23

O ensaio de estimulagdo de macrofagos J774% foi usado como um screening para a
identificacdo do potencial anti-inflamatério dos compostos 1-5 e 7—10 isolados de Evolvulus
linarioides. Inicialmente, o efeito dos compostos sobre a viabilidade dos macréfagos J774 foi
avaliado para descartar a influéncia de eventual citotoxicidade. Os compostos ndo induziram
citotoxicidade em macréfagos J774 em concentracdes inferiores a 150 pM, exibindo CCso >
190 UM (Tabela 6). Com base nesses resultados, os estudos subsequentes foram realizados
dentro de faixas ndo citotoxicas.

O potencial anti-inflamatério dos compostos foi avaliado pela sua capacidade de inibir
a producdo de NO e IL-15 por macrdfagos estimulados com LPS e IFN-y.3"*® Todos os
compostos testados reduziram a producdo do NO por macréfagos estimulados (Tabela 6). Os
compostos 1, 2, 4, 5, 7 e 8 apresentaram efeito inibitorio com I1Cso’s de 30,3, 17,8, 28,2, 34,2,
25,3 e 22,4 uM, respectivamente. Ja os compostos 3, 9 e 10 apresentaram inibigcdo moderada

da producéo de NO, com ICsp’s de 52,2, 66,3 e 51,2 UM, respectivamente. A dexametasona,
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utilizada como padrdo-ouro, inibiu a producdo de NO pelos macréfagos com ICso de 5,2 uM.
Corroborando seu potencial anti-inflamatdrio, todos os compostos inibiram a producdo da
citocina pré-inflamatdria 1L-1 por macrdfagos estimulados (Tabela 7, p < 0,01). Os compostos
1,2,4,7e 10 reduziram em 92,5%, 93,0%, 88,5%, 96,2% e 89,6% os niveis de IL-1/, exibindo
eficacia superior & dexametasona, cuja inibicao foi de 87,1%. Os compostos 3, 5, 8 e 9 inibiram
em 75,0%, 80,6%, 72,7% e 85,5% a producdo dessa citocina. Esses resultados sugerem que
esses compostos apresentam potencial anti-inflamatério. Dentre os compostos conhecidos, a
atividade de inibicdo da atividade de NO do composto 10 ja foi descrita anteriormente.? Este
é o primeiro relato de derivados do hamamelitol com atividade anti-inflamatéria. Dessa forma,
estes resultados corroboram com o uso tradicional de espécies de Evolvulus para o tratamento

de processos inflamatérios.

Tabela 6 — Compostos 1-5 e 7-10 Induz Baixa Citotoxicidade e Efeito Inibitério na Producéo de NO
pela Estimulacdo de Macréfagos J7742

composto ICs0 (UM)P CCso (UM)®
1 30,321 194
2 17,8+0,8 193
3 52,2+4,2 273
4 28,2+0,9 198
5 342+16 206
7 25310 209
8 224 +0,7 256
9 66,3 +5,9 201
10 51,2+55 191

Dexametasonad 52+15
Violeta gencianad 0,8+0,1

aValores expressos como média + erro padrdo da
média, n = 4. PICso: 50% concentracio inibitdria.
°CCso: 50% concentragdo citotoxica. “Controle
positivo.

Tabela 7 — Compostos 1-5 e 7-10 Inibiram a Producéo de IL-1/ por Macr6fagos J774 Estimulados?
concentragoes de I1L-15 (pg/mg)

compostos controle 6,3 uM 25 uM 100 uM inibicdo méaxima (%)
1 26,1+3,4 28618 140+2,3 1,5+0,9° 92,5
2 141+16 143+0,9 70+1,1b 0,7 +0,4b 93,0

3 106+18 10,2+24 6,5+0,7 2,4+0,5° 75,0
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4 96+18 73+0,6 9,3+0,5 1,1+0,6° 88,5
5 20,1+34 15,6 +2,0 146 +2,2 3,8+1,2° 80,6
7 96+18 84+25 86+21 0,3+0,3 96,2
8 143+1,0 15,7+0,3 105+0,5 3,9+0,3 72,7
9 143+10 146+19 9115 2,0+0,5 85,5
10 15021 145+10 95+23 1,5+0,7° 89,6
dexametasona® 87,1

aValores expressos como média + erro padrdo da média, n = 5. PDiferente do grupo controle tratado com
veiculo (p < 0,01). °Controle positivo (10 uM).

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos Experimentais. Rotacdo especifica foi medida a 25 °C em um
polarimetro JASCO P-2000 (Easton, MD, USA). Os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier foram adquiridos em espectrofotometro Bruker Vertex 70 (Bruker,
Billerica, MA, USA). Os experimentos de RMN 1D e 2D foram realizados usando um
espectrometro Bruker Avance I11 HD (400 MHz e 100 MHz para 'H e 1°C, respectivamente) e
Varian RMN (500 MHz e 125 MHz para H e 1°C, respectivamente). Os picos residuais de
solventes deuterados foram utilizados como referéncia. As anélises de IESEMAR foram
realizadas em espectrdmetro de massas microTOFII ESI-TOF, e as analises de IESEM/EM foram
obtidas em AmazonX ESI-IT (Bruker). O isolamento, purificacdo e analise dos constituintes
quimicos foram realizados utilizando métodos cromatograficos, incluindo CC, CCD e CLAE.
Para o isolamento dos compostos foram utilizadas coluna semipreparativa de fase reversa Cis
(Venusil XBP; 10 mm x 250 mm x10 um) e coluna preparativa de fase reversa C1s (ACE; 250
mm x 21,2 mm x 5 um). Silica gel (Silicycle®, tamanho de particula 0,040-0,063 mm) foi
empregada em CC. Placas de silica gel (Whatman) foram usadas para analise de CCD, em
camada de 0,25 mm de espessura disposta em suporte de aluminio (20 x 20 cm). Os compostos
foram analisados por luz ultravioleta nos comprimentos de 254 e 366 nm (Boitton brand
apparatus) e pela impregnacédo das placas em cdmera saturada com vapores de iodo.

Material Vegetal. As partes aéreas frescas de E. linarioides foram coletadas em

Matureia, Paraiba, Brasil (07°16'01"S, 37°21'05"W) em junho de 2009 e identificado por M.
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de F. A. O registro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado foi obtido pelo nimero A18E40E. Uma exsicata desta espécie (AGRA
et al. 6970) encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), Universidade
Federal da Paraiba, Brasil.

Extracao e Isolamento. O po das partes aéreas de E. linarioides (1,5 kg) foi submetido
a extragcdo com metanol (trés vezes por 72 h) a temperatura ambiente. A solugdo extrativa
resultante foi concentrado sob presséo reduzida em rotaevaporador a 40 °C, obtendo-se 300 g,
dos quais 100 g foi suspenso em MeOH—H20 (7:3) e particionado sucessivamente com n-
hexano, CH2Cl,, AcOEt e n-BuOH, resultando em 28,5, 24,0, 18,0 e 21,3 g de residuo,
respectivamente. A fase n-hexano (8,5 g) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando-se como fase estacionéria silica gel e eluida com n-hexano/AcOEt (1:0-0:1) e
AcOEt/MeOH (1:0—8:2), obtendo-se 137 fragdes (H1—137). Os eluatos foram monitorados por
CCD. Fracbes com o mesmo perfil cromatografico foram combinadas. As fracBes reunidas
H110-113 (150 mg) foram submetidas a CLAE semipreparativo de fase reversa utilizando
MeOH-H20 (3:7, eluicdo isocratica, 3 mL/min) resultando em 4 (10,2 mg, tr = 42,7 min).
Fracdo H78-108 (112,2 mg) foi fracionada por CLAE semipreparativo de fase reversa
utilizando MeOH—H:O (3:7, eluico isocratica). O pico com tempo de retengédo de 87 min (35,5
mg) foi purificado por CLAE semipreparativo de fase reversa utilizando as mesmas condi¢oes
fornecendo o composto 5 (13,5 mg, tr = 60,2 min). A fragdo H114-115 (72,1 mg) foi purificada
por cristalizacdo em AcOEt, obtendo-se 3 (11,2 mg) como cristais incolores. A fase CH2Cl
(3,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel e eluida com n-hexano/AcOEt
(1:0-0:1) e AcOEt/MeOH (1:0—8:2) gerando 102 fra¢des (D1-102). A separacdo da fracdo
D53-59 (61,2 mg) por CLAE semipreparativo de fase reversa utilizando MeOH—H>0 (55:45,
eluicdo isocratica) resultou em 1 (15,0 mg, tr = 27,6 min) e 2 (14,5 mg, tr = 31,3 min). A fracdo

D76—86 (154 mg) foi fracionada por CLAE semipreparativo de fase reversa usando como fase
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movel H20 acidificada com 0,1% de acido formico e MeOH, e o gradiente foi 0-50 min (25%
B), 50-55 min (25%-35% B), 55-127 min (35% B), 127-130 min (35%-100% B), 130-150
min (100% B), 150-155 min (100%-25% B), 155-175 min (25% B), resultando em 7 (8,7 mg,
tr = 96,7 min) e 8 (4,5 mg, tr = 46,7 min). A fase n-BuOH (10 g) foi submetida a cromatografia
em coluna por Sephadex LH-20 e eluida com metanol, gerando 68 fracfes (B1-68). As fracdes
reunidas B30—37 (250 mg) foi purificada por CLAE semipreparativo de fase reversa usando
H-0 acidificada com 0,1% de &cido férmico e MeOH como eluente (17:83, eluicdo isocratica,
8 mL/min) resultando nos compostos 6 (0,5 mg, tr = 31,4 min), 9 (45,4 mg, tr = 64,4 min) e 10
(4,8 mg, tr = 62,8 min).

Linariofileno A (1): sélido amorfo branco; [a]®b —34 (¢ 0,1, MeOH); 1V (KBr) vimax
3401, 2922, 2850, 1648, 1450, 1440, 1012 cm™*; RMN de 'H e 13C, Tabela 3; IESEMAR modo
positivo m/z 277,1762 [M + Na]" (calculado para C1sH2603Na, 277,1774).

Linariofileno B (2): sélido amorfo branco; [a]®b —41 (¢ 0,1, MeOH); 1V (KBr) vimax
3341, 2974, 2882, 1662, 1451, 1378, 1085, 1044, 877 cm™'; RMN de H e *3C, Tabela 3;
IESEMAR modo positivo m/z 277,1760 [M + Na]* (calculado para C1sH2603Na, 277,1774).

Linariofileno C (3): solido amorfo branco; pf 133—134 °C; [a]®b —72 (¢ 0,1, MeOH);
IV (KBr) vmax 3535, 2958, 2926, 2856, 1722, 1454, 1386, 1255, 1043, 854 cm™'; RMN de 'H e
13C, Tabela 3; IESEMAR modo positivo m/z 319,1866 [M + Na]* (calculado para C17H2504Na,
319,1880).

Linaritol A (4): 6leo incolor; [a]*®o +13 (c 0,1, MeOH); IV (filme) vmax 3426, 2957,
2925, 2851, 1729, 1644, 1454, 1378, 1234, 1149, 1046 cm™*; RMN de H e 3C, Tabela 4;
IESEMAR modo positivo m/z 535,2152 [M + Na]" (calculado para C2sH3s011Na, 535,2150).

Linaritol B (5): 6leo incolor; [a]?®*p +11 (c 0,1, MeOH); IV (filme) vmax 3417, 2955,
2918, 2850, 1720, 1650, 1456, 1385, 1230, 1149, 1045 cm™*; RMN de H e 3C, Tabela 4;

IESEMAR modo positivo m/z 511,2534 [M + H]" (calculado para C26H39010, 511,2538).
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Linariosideo A (6): 6leo incolor; [a]*p —18 (c 0,1, MeOH); RMN de H e 13C, Tabela
5; IESEMAR modo negativo m/z 369,0808 [M — H] (calculado para C16H17010, 369,0827).

Linariosideo B (7): p6 amorfo marrom; [«]*p —28 (¢ 0,1, MeOH); RMN de *H e 13C,
Tabela 5; IESEMAR modo negativo m/z 469,1358 [M — H] (calculado para C21H25012,
469,1351).

Calculos de ECD. Anélises conformacionais dos compostos (1-5 e 7) foram realizados
pelo programa Spartan’14 utilizando os célculos de mecanica molecular usando o campo de
forca MMFF94. Confomeros com janela de energia de 10 kcal./mol foram gerados e otimizados
usando calculos DFT no nivel B3LYP/6-31G(d). Conférmeros com a distribuicdo de
Boltzmann maior do que 1% foram escolhidos por calculos de ECD em CHsCN no nivel
B3LYP/6-311 +G(2d,p). O modelo de solvente IEF-PCM para CH3CN foi usado. Os espectros
de ECD calculados foram obtidos por DFT e DFT tempo-dependente usando Gaussian 09 e
analisados usando SpecDis v1.71.

Hidrolise Acida e Analise por CG-EM. 5 mg da amostra de 9 foi refluxada por 3 h a
70 °C em uma solucdo MeOH-2 N HCI (5 mL), a solucédo foi concentrada sob pressao reduzida
e diluida em &gua para extracdo com CHCIs, a aglicona foi recuperada na fase orgénica e a fase
aquosa foi concentrada e submetida a derivatizacio e analise por CG-EM.% A fraco glicosidica
foi derivatizada pela solubilizagdo em 60 uL de piridina, e entdo pela adi¢cdo de 100 uL do
reagente derivatizante BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida). A mistura da reacdo
foi aquecida a 70 °C por 30 min para promover o processo de derivatizagdo.>® A amostra foi
analisada por CG-EM com o programa de temperatura iniciando a 100 °C por 1 min e depois
um gradiente de temperatura de 100 a 290 °C com uma taxa de 10 °C/min e permanecendo em
290 °C por 8 min. A temperatura do injetor foi configurada a 280 °C. O fluxo de gas (He) foi
de 0,8 mL/min.*® O padrdo de D-glicose foi derivatizado e analisado pelo mesmo protocolo. A

configuracdo absoluta da unidade osidica foi determinada pela comparacéo entre os tempos de
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retencdo do padrdo D-glicose (tr = 12,95 min) e a fracdo glicosidica (tr = 12,99 min), assim
resultando na identificacdo da D-glicose do composto 9. Os dados foram comparados com a
biblioteca NIST08 e ambas as amostras foram identificadas pela NIST como D-glicose, 5TMS.

Ensaio de Citotoxicidade. Para determinar a citotoxicidade dos compostos,
macréfagos murinos da linhagem de células J774 foram semeados em placas de 96 pocos a
densidade de células de 2 x 10° células/pogo em meio Eagle modificado por Dulbecco’s
(DMEM,; Life Technologies, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB; GIBCO) e 50 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Anépolis, GO,
Brasil), e incubada durante a noite a 37 °C e 5% de CO>. As células foram estimuladas com
LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-y (5 ng/mL; Sigma), os compostos 1-5 e 7-10 foram
adicionadas em sete concentracGes entre 6,25 a 200 M em quintuplicata e as placas foram
incubadas por 72 h. Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi adicionado as placas (20
1L/pogo), seguido por incubagéo por 12 h. As placas foram lidas a 570 nm e 600 nm. Violeta
genciana (Synth, Sdo Paulo, Brasil) foi usada como controle positivo. Trés experimentos
independentes foram realizados.?

Ensaios de Producdo de Oxido Nitrico e Citocina. Para as determinacdes de NO e
citocina (IL-18), células J774 foram semeadas a placas de 96-pocos a 2 x 10° células/ pogo em
meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 50 ug/mL de gentamicina por 2 h a 37 °C e 5%
de CO2.%" As células foram entdo estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma) e IFN-y (5 ng/mL;
Sigma) na presenga de diferentes concentragdes dos compostos testados (6,25—-100 pM),
dexametasona (0,00064—10 uM) ou de veiculo e incubado a 37 °C. Sobrenadantes sem células
foram coletados em 24 h e mantidos a —80 °C. Concentragdes de IL-15 em sobrenadantes de
cultura de macréfagos foram determinadas pelo ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA)

usando o kit DuoSet da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) seguindo as instru¢des do
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fabricante e os resultados séo expressos em picogramas de IL-14 por miligramas de proteina.
A quantificacdo de NO foi realizada pelo método de Griess.®®

Andlise Estatistica. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média.
ComparacOes entre os tratamentos foram feitas usando one-way ANOVA e o teste de Tukey.
Todos os dados foram analisados usando o programa Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA,
USA). Diferencas estatisticas foram consideradas significantes se p < 0,05.

CONTEUDO ASSOCIADO
Material Suplementar. Dados de IESEMAR e RMN dos compostos 1-10 estio

disponiveis como Material Suplementar.
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Dados fisico-quimicos dos compostos conhecidos isolados de Evolvulus linarioides

Cnidimol C (8): P6 amorfo branco; C1oHsOs; RMN de *H (500 MHz, metanol-ds): ¢
6,26 (1H, s, H-3), 6.18 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), 6.31 (1H, d, J = 2 Hz, H-8), 4.44 (2H,d,J =1
Hz, H-8); RMN de *C (125 MHz, metanol-ds): 6 171.5 (C, C-2), 106.6 (CH, C-3), 184.0 (C,
C-4), 105.5 (C, C-4a), 163.3 (C, C-5), 100.1 (CH, C-6), 166.1 (C, C-7), 95.0 (CH, C-8), 159.6
(C, C-8a), 61.4 (CH2, C-9). HRESIMS m/z 207.0289 [M — H] (calcd for C19H70s, 207.0299).

Monnierisideo A (9): P6 amorfo branco; CisH1g010; RMN de *H (400 MHz, metanol-
ds): 6 6.40 (1H, s, H-3), 6.15 (1H, s, H-6), 6.28 (1H, s, H-8), 4.76 (1H, d, J = 15.3 Hz, H-9a),
4.61 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-9b), 4.41 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-1'), 3.27 (1H, m, H-2'), 3.28 (1H,
m, H-3"), 3.29 (1H, m, H-4'), 3.65 (1H, m, H-5'), 3.87 (1H, d, J = 11.8 Hz, H-6a"), 3.67 (1H,
dd, J =10.5, 3.6 Hz, H-6b"); RMN de *C (100 MHz, metanol-ds): 6 167.6 (C, C-2), 108.2 (CH,
C-3), 183.7 (C, C-4), 105.2 (C, C-4a), 163.2 (C, C-5), 100.7 (CH, C-6), 167.8 (C, C-7), 95.5
(CH, C-8), 159.7 (C, C-8a), 67.4 (CH2, C-9), 104.1 (CH, C-1"), 75.0 (CH, C-2"), 78.2 (CH, C-
3), 71.5 (CH, C-4"), 77.9 (CH, C-5"), 62.7 (CH2, C-6'). HRESIMS m/z 369.0808 [M — H]"
(calcd for C16H17010, 369.0827).

Undulatosideo A (10): P6 amorfo branco; Cis6H1s09; RMN de *H (400 MHz, metanol-
ds): 0 6,11 (1H, s, H-3), 6.46 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), 6.66 (1H, d, J = 2 Hz, H-8), 2.38 (3H, s,
Me-9), 5.02 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-1"), 3.46 (1H, m, H-2'), 3.46 (1H, m, H-3"), 3.38 (1H, m, H-
4"), 3.38 (1H, m, H-5'), 3.90 (1H, dd, J = 11.8, 2.0 Hz, H-6a"), 3.70 (1H, dd, J = 12.4, 5.6 Hz,
H-6b"); RMN de *C (100 MHz, metanol-d4): 6 170.0 (C, C-2), 109.3 (CH, C-3), 184.2 (C, C-
4),106.8 (C, C-4a), 162.9 (C, C-5), 101.0 (CH, C-6), 164.7 (C, C-7), 95.9 (CH, C-8), 159.4 (C,
C-8a), 20.3 (CHs, C-9), 101.6 (CH, C-1"), 74.7 (CH, C-2), 78.3 (CH, C-3'), 71.2 (CH, C-4"),
77.8 (CH, C-5), 62.4 (CH2, C-6'). HRESIMS m/z 353.0872 [M — H] (calcd for C1sH170s,
353.0878).
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Figura S5. Espectro de HSQC de 1 (expansao).
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Acquisition Date

Operator

Instrument / Ser#

4/6/2018 23:46:10
BDAL@DE
micrOTOF 10338

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 34.8 psi
Focus Not active Set Dry Heater 300 =C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 8.0 Vmin
Scan End 1500 miz Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens. | +MS, 37.3-38.8min #(2226-2318
x109
6 <
4 2771774
24
j 531.3631
0l — [ [ - ; . ; ; ; . . ' , , :
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
Meas. m/iz # Formula Score m/z err[mDa] err[ppm] mSigma rdb & Conf N-Rule
2771774 1 C15H26Na0O3 100,00 2771774 0.0 0.0 26 25 even ok
2 C13H2TNa203 18.21 2771750 2.4 -8.7 152 -0.5 even ok
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 Page 1 of 1

Figura S31. Espectro de HRESIMS de 2
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Acquisition Date

14/6/2018 20:41:27

Cperator BDAL@DE
Instrument / Sert  micrOTOF 10338
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 5.8 psi
Focus Mot active Set Dry Heater 180 *C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 v Set Dry Gas 4.0 Vmin
Scan End 1500 miz Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens, +MS, 2.1-2.2min #{123-133
%106 |
0.84
08 615.3851
0.44
319.1876
0.2
701.4305 814,57
0.0 Iill |1I.I Lll Y WP P L. ; " IJ. dEGHI'ETga y ; ’ y .
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
Meas. m/z # Formula Score m/z err[mDa] err[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
3191876 1 C17H28NaO4 10000 319.1880 04 12 63 35 even ok
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 Page 1 of 1

Figura S44. Espectro de HRESIMS de 3.
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Mass Spectrum SmartFormula Report
Acquisition Date 13/6/2018 15:14:58
Operator BDAL@DE
Instrument / Ser#  micrOTOF 10338

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 5.5 psi
Focus Not active Set Dry Heater 180 *C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 lmin
Scan End 1500 miz Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens. +M3, 1.8-2.0min #(110-117
x1087
0.8
061 5362161

1 4531740
0.4+

0.24 3711321

965 3892
\llf. e

0.0 ’ " Lo . : . . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz
Meas. miz # Formula Score m/z err[mDa] err[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule
5352151 1 C25H36NaO11 10000 5352150 -0.1 0.2 52 75 even ok
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 Page 1 of 1

Figura S62. Espectro de HRESIMS de 4
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Figura S67. Espectro de RMN de H de 5 a 400 MHz em CDCls (expansio).
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Evolvulus linarioides Meisn. resultou
no isolamento de sete novos compostos pertencentes a trés classes de metabdlitos:
trés sesquiterpeno do tipo cariofilano, linariofilenos A-C (1-3), dois novos derivados
do hamamelitol, linaritols A (4) e B (5), duas novas cromonas, linariosideos A (6) e B
(7), e trés cromonas conhecidas, cnidimol C (8), monnierisideo A (9), undulatosideo A
(10).

Por meio de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C uni e
bidimensional, espectrometria de massas de alta e baixa resolugéo, infravermelho e
rotacdo Optica, foi possivel elucidar as estruturas desses compostos Através da
espectrometria de massas de alta e baixa resolucdo, foi possivel propor a
fragmentacao das substancias isoladas, reforgcando as estruturas propostas.

As configuracdes absolutas dos compostos 1-5 e 7 foram estabelecidas com
base nos dados de dicroismo circular eletrdénico, através da comparacdo dos dados
experimentais e seus espectros tedricos. A configuracdo absoluta da unidade de
acucar foi definida por reacéo de hidrolise acida e andlise por CG-EM.

O potencial anti-inflamatério dos compostos foi avaliado pela sua capacidade
de inibir a producdo de o6xido nitrico e da citocina pré-inflamatoria IL-18 por
macrofagos da linhagem J774 estimulados. Os compostos 1, 2, 4, 7 e 10 reduziram
em 92,5%, 93,0%, 88,5%, 96,2% e 89,6% os niveis de IL-13, exibindo eficacia superior
ao controle positivo, cuja inibicéo foi de 87,1%. Os compostos 3, 5, 8 e 9 inibiram em
75,0%, 80,6%, 72,7% e 85,5% a producédo dessa citocina. Esses resultados sugerem
gue esses compostos apresentam potencial anti-inflamatoério. Este € o primeiro relato
de derivados do hamamelitol com atividade anti-inflamatéria. Dessa forma, estes
resultados corroboram com o uso tradicional de espécies de Evolvulus para o
tratamento de processos inflamatdrios.

Diante disto, o presente trabalho contribuiu para o conhecimento do género
Evolvulus, através do estudo fitoquimico de E. linarioides, ja que reportou o isolamento
de um composto relatado pela primeira na familia Convolvulaceae e quatro compostos

inéditos na literatura.



174

REFERENCIAS

AHIMSA-MULLER, M. A. et al. Clavicipitaceous fungi associated with ergoline
alkaloid-containing Convolvulaceae. Journal of Natural Products, v. 70, n® 12, p.
1955-1960, 2007. ISSN: 01633864, DOI: 10.1021/np070315t.

AKHTAR, M. S. et al. New chromone derivative from Evolvulus alsinoides Linn.
aerial parts. Journal of Saudi Chemical Society, v. 13, n°® 2, p. 191-194, 2009. ISSN:
13196103, DOI: 10.1016/j.jscs.2009.02.001.

AMBIKA, A. P.; NAIR, S. N. Wound healing activity of plants from the
Convolvulaceae family. Advances in Wound Care, v. 8, n° 1, p. 28-37, 2019. ISSN:
21621934, DOI: 10.1089/wound.2017.0781.

ANTHONSEN, T. et al. 2-C-Methyl-erythritol, a New Branched Alditol from
Convolvulus glomeratus. Acta Chemica Scandinavica, v. 30b, n® 1, p. 91-93, 1976.
ISSN: 0904-213X, DOI: 10.3891/acta.chem.scand.30b-0091.

AUSTIN, D. F. Evolvulus alsinoides (Convolvulaceae): An American herb in the
Old World. Journal of Ethnopharmacology, v. 117, p. 185-198, 2008. DOI:
10.1016/j.jep.2008.01.038.

AVIGAD, G.; DEY, P. M. Carbohydrate Metabolism: Storage Carbohydrates.
Plant Biochemistry. [s.l.]: ACADEMIC PRESS, 1997. 143-204 p. ISBN: 0122146743,
DOI: 10.1016/b978-012214674-9/50005-9.

AYYANAR, M.; IGNACIMUTHU, S. Ethnobotanical survey of medicinal plants
commonly used by Kani tribals in Tirunelveli hills of Western Ghats, India.
Journal of Ethnopharmacology, v. 134, n° 3, p. 851-864, 2011. ISBN: 0378-8741,
ISSN: 03788741, DOI: 10.1016/j.jep.2011.01.029.

BANDEIRA, A.N. T. et al. Convolvulaceae no Parque Ecologico Engenheiro
Avidos, Alto Sertédo Paraibano, Nordeste do Brasil. Rodriguésia, v. 70, p. 1-18,
2019.

BFG. Brazilian flora 2020: Innovation and collaboration to meet target 1 of the
global strategy for plant conservation (GSPC). Rodriguésia, v. 69, n° 4, p. 1513
1527, 2018. ISSN: 21757860, DOI: 10.1590/2175-7860201869402.

CANO, J. H.; VOLPATO, G. Herbal mixtures in the traditional medicine of
Eastern Cuba. Journal of Ethnopharmacology, v. 90, p. 293-316, 2004. DOI:
10.1016/}.jep.2003.10.012.

CARNEIRO, M. R. B. A flora medicinal no centro oeste do Brasil: um estudo de
caso com abordagem etnobotanica em Campo Limpo de Goias. p. 242, 2009.



175

CHEN, G. T. et al. Medicinal uses, pharmacology, and phytochemistry of
Convolvulaceae plants with central nervous system efficacies: A systematic
review. Phytotherapy Research, v. 32, n° 5, p. 823-864, 2018. ISSN: 10991573,
DOI: 10.1002/ptr.6031.

DELGADO JUNIOR, G. C.; BURIL, M. T.; ALVES, M. Convolvulaceae do Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil. Rodriguesia, v. 65, n°® 2, p. 425-442,
2014. ISSN: 21757860.

DINDA, B. et al. Chemical constituents of Evolvulus nummularius. Indian Journal
of Chemistry - Section B Organic and Medicinal Chemistry, v. 46, n° 3, p. 492-498,
2007. ISBN: 0376-4699, ISSN: 03764699.

ESPIRITO-SANTO, R. F. et al. The anti-inflammatory and immunomodulatory
potential of braylin: Pharmacological properties and mechanisms by in silico,
in vitro and in vivo approaches. PLoS ONE, v. 12, n® 6, p. 1-20, 2017. ISBN:
111111112121, ISSN: 19326203, DOI: 10.1371/journal.pone.0179174.

FACEY, P. C. et al. Investigation of Plants used in Jamaican Folk Medicine for
Anti-bacterial Activity. J. Pharm. Pharmacol., v. 51, n°® 12, p. 1555-1560, 1999.
ISSN: 0022-3573, DOI: 10.1211/0022357991777119.

FAN, B.; LU, Y. et al. Evolvulins | and Il, Resin Glycosides with a Trihydroxy
Aglycone Unit from Evolvulus alsinoides. Org. Lett., v. 21, n° 16, p. 6548—6551,
2019. ISSN: 1523-7060, DOI: 10.1021/acs.orglett.9b02492.

FAN, B.; HE, Y. et al. Glycosidic Acids with Unusual Aglycone Units from
Convolvulus arvensis. J. Nat. Prod., v. 82, n°® 6, p. 1593-1598, 2019. ISSN: 0163-
3864, DOI: 10.1021/acs.jnatprod.9b00056.

FERREIRA, P. P. A.; SIMAO-BIANCHINI, R.; MIOTTO, S. T.S. O género Evolvulus
L. (Convolvulaceae) na Regido Sul do Brasil. lheringia, Série Botanica, v. 69, n° 1,
p. 201-214, 2014. ISSN: 00734705.

FRANCESCHI, C.; CAMPISI, J. Chronic Inflammation (Inflammaging) and Its
Potential contribution to age-associated diseases. J. Gerontol. A. Biol. Sci. Med.
Sci., v. 69, p. S4-S9, 2014. ISSN: 1758535X, DOI: 10.1093/gerona/glu057.

FU, X. W. et al. Simplified screening for organic acidemia using GC/MS and
dried urine filter paper: A study on neonatal mass screening. Early Hum. Dev., v.
58, n° 1, p. 41-55, 2000. ISSN: 03783782, DOI: 10.1016/S0378-3782(00)00053-0.

FUJIWARA, N.; KOBAYASHI, K. Macrophages in inflammation. Current Drug
Targets: Inflammation and Allergy, v. 4, n°® 3, p. 281-286, 2005. ISSN: 1568010X,
DOI: 10.2174/1568010054022024.

GHOSH, B.; JONES, A. D. Profiling, characterization, and analysis of natural
and synthetic acylsugars (sugar esters). Anal. Methods, v. 9, n° 6, p. 892-905,



176

2017. DOI: 10.1039/C6AY02944B.

GREEN, L. C. et al. Analysis of Nitrate, Nitrite, and [15N]Nitrate in Biological
Fluids. Analytical Biochemistry, v. 126, n°® 1, p. 131-138, 1982. ISSN: 10960309,
DOI: 10.1016/0003-2697(82)90118-X.

GUPTA, P. et al. Anti-stress constituents of Evolvulus alsinoides: an ayurvedic
crude drug. Chem. Pharm. Bull., v. 55, n° 5, p. 771-775, 2007.

. Evolvosides C-E, flavonol-4-O-triglycosides from Evolvulus alsinoides
and their anti-stress activity. Bioorg. and Med. Chem., v. 21, n° 5, p. 1116-1122,
2013. DOI: 10.1016/j.bmc.2012.12.040.

HAAS, M.; LAMOUR, S.; TRAPP, O. Development of an advanced derivatization
protocol for the unambiguous identification of monosaccharides in complex
mixtures by gas and liquid chromatography. J. Chromatogr. A, v. 1568, p. 160—
167, 2018. ISSN: 18733778, DOI: 10.1016/j.chroma.2018.07.015.

HABERLAND, C.; KOLODZIEJ, H. Novel Galloylhamameloses from Hamamelis
virginiana. Planta Med, n° 60, p. 464—-466, 1994.

HAKKI, Z. et al. Synthesis of the monoterpenoid esters cypellocarpin C and
cuniloside B and evidence for their widespread occurrence in Eucalyptus.
Carbohydrate Research, v. 345, n° 14, p. 2079-2084, 2010. ISBN: 1873-426X
(Electronic)n0008-6215 (Linking), ISSN: 00086215, DOI:
10.1016/j.carres.2010.07.029.

HARAGUCHI, M. et al. Alkaloidal components in the poisonous plant, Ipomoea
carnea (Convolvulaceae). Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n° 17,
p. 4995-5000, 2003. ISSN: 00218561, DOI: 10.1021/jf0341722.

KIM, S. B. et al. Anti-adipogenic chromone glycosides from Cnidium monnieri
fruits in 3T3-L1 cells. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 22, n° 19, p. 6267—-6271, 2012.
ISSN: 0960894X, DOI: 10.1016/j.bmcl.2012.07.103.

KUMAR, M. et al. Antioxidant flavonoid glycosides from Evolvulus alsinoides.
Fitoterapia, v. 81, n° 4, p. 234-242, 2010. ISBN: 0367-326X, ISSN: 0367326X, DOI:
10.1016/j.fitote.2009.09.003.

LEKSHMI, U. M. D.; REDDY, P. N. Preliminary studies on antiinflammatory,
antipyretic, and antidiarrhoeal properties of Evolvulus alsinoides. Turkish
Journal of Biology, v. 35, n°5, p. 611-618, 2011. ISSN: 13000152, DOI: 10.3906/biy-
0904-19.

LIMA, M. D. S. et al. Antinociceptive properties of physalins from Physalis
angulata. Journal of Natural Products, v. 77, n° 11, p. 2397-2403, 2014. ISSN:
15206025, DOI: 10.1021/np5003093.



177

LIRA-RICARDEZ, J. et al. Resin Glycosides from the Roots of Operculina
macrocarpa (Brazilian Jalap) with Purgative Activity. Journal of Natural Products,
v. 82, p. 1664-1677, 2019. ISSN: 15206025, DOI: 10.1021/acs.jnatprod.9b00222.

LOESCHER, W. H. Physiology and metabolism of sugar alcohols in higher
plants. Physiologia Plantarum, v. 70, n° 3, p. 553-557, 1987. ISSN: 13993054, DOI:
10.1111/.1399-3054.1987.tb02857 .x.

LOESCHER, W. H.; EVERARD, J. D. Sugar alcohol metabolism in sinks and
sources. In: ZAMSK]I, E.; SCHARFFER, A. A. (Orgs.). Photoassimilate Distribution
Plants and Crops Source-Sink Relationships. 1 ed. New York: [s.n.], 1996. p. 185—
208. ISBN: 9781351424912, DOI: 10.1201/9780203743539.

. Regulation of Sugar Alcohol Biosynthesis. In: LEEGOOD;, R. C,;
SHARKEY;, T. D.; CAEMMERER, S. Von (Orgs.). Photosynthesis: Physiology and
Metabolism. The Netherlands: Kluwer Academic Publishers, 2000. p. 275-299.

MA, L. Y. et al. Uncinoside A and B, two new antiviral chromone glycosides
from Selaginella uncinata. Chem. Pharm. Bull., v. 51, n° 11, p. 1264-1267, 2003.
ISSN: 00092363, DOI: 10.1248/cph.51.1264.

MACHADO, M. D. S. et al. Convolvulaceae na Serra Negra, Minas Gerais, Brasil.
Rodriguésia, v. 71, p. 1-10, 2020.

MAGNO-SILVA, E. R.; ROCHA, T. T.; TAVARES-MARTINS, A. C. C. Ethnobotany
and ethnopharmacology of medicinal plants used in communities of the soure
marine extractive reserve, Para State, Brazil. Bol. Latinoam. Caribe Plant Med.
Aromat., v. 19, n° 1, p. 29-64, 2020. ISSN: 07177917.

MARINHO, A. M.; JARDIM, J. G.; BURIL, M. T. Convolvulaceae na APA Jenipabu,
Rio Grande do Norte, Brasil. Rodriguésia, v. 72, p. 1-12, 2021.

MEIRA, M. et al. Review of the genus Ipomoea: Traditional uses, chemistry and
biological activities. Braz. J. Pharmacogn., v. 22, n° 3, p. 682-713, 2012. ISSN:
0102695X, DOI: 10.1590/S0102-695X2012005000025.

MIA, M. M. ul K. et al. Medicinal plants of the Garo tribe inhabiting the Madhupur
forest region of Bangladesh. American-Eurasian Journal of Sustainable
Agriculture, v. 3, n° 2, p. 165171, 2009. ISSN: 19950748.

MOING, A. Sugar alcohols as carbohydrate reserves in some higher plants.
Developments in Crop Science, v. 26, n° C, p. 337-358, 2000. ISSN: 0378519X,
DOI: 10.1016/S0378-519X(00)80017-3.

MOORE, B.; HACKETT, M.; SEEMANN, J. R. Hamamelitol purification,
identification by electrospray ionization mass spectrometry, and quantitation in
plant leaves. Planta, v. 195, p. 418-425, 1995.



178

MOORE; TALBOT, J. N.; SEEMANN, J. R. Function of leaf hamamelitol as a
compatible solute during water stress treatment of Hedera helix L. Plant, Cell
and Environment, v. 20, n® 7, p. 938-944, 1997. ISSN: 01407791, DOI:
10.1046/j.1365-3040.1997.d01-130.x.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural Products as Sources of New Drugs over
the Nearly Four Decades from 01/1981 to 09/2019. Journal of Natural Products, v.
83, n° 3, p. 770-803, 2020. ISSN: 15206025, DOI: 10.1021/acs.jnatprod.9b01285.

NOIRAUD, N.; MAUROUSSET, L.; LEMOINE, R. Transport of polyols in higher
plants. Plant Physiol. and Biochem., v. 39, n°® 9, p. 717-728, 2001. ISSN: 09819428,
DOI: 10.1016/S0981-9428(01)01292-X.

ONO, M. Resin glycosides from Convolvulaceae plants. Journal of Natural
Medicines, v. 71, n® 4, p. 591-604, 2017. ISSN: 18610293, DOI: 10.1007/s11418-
017-1114-5.

OOSTSTROOM, S. J. VAN. A Monograph of the Genus Evolvulus. [s.L.]:
Mededeelingen van het Botanisch Museum en Herbarium van de Rijks, Universiteit
te Utrecht, 1934. 1-267 p.

OPRETZKA, L. C. F. et al. Natural chromones as potential anti-inflammatory
agents: Pharmacological properties and related mechanisms. International
Immunopharmacology, v. 72, p. 31-39, 2019. ISSN: 18781705, DOI:
10.1016/}.intimp.2019.03.044.

OTT, S. C. et al. Ipvelutine, 7B-acetoxy-2a-(tigloyloxy)tropane, an unusual
tropane alkaloid from Ipomoea velutina R. BR. (Convolvulaceae). Scientia
Pharmaceutica, v. 81, n° 2, p. 543-548, 2013. ISSN: 00368709, DOI:
10.3797/scipharm.1303-13.

PENG, B. et al. Two new glycosides from Dryopteris fragrans with anti-
inflammatory activities. Journal of Asian Natural Products Research, v. 18, n° 1, p.
59-64, 2016. ISSN: 14772213, DOI: 10.1080/10286020.2015.1121853.

PEREIRA, L. C. O. SESQUITERPENOS CARIOFILANOS E OUTROS
CONSTITUINTES QUIMICOS DE Evolvulus linarioides MEISN.
(CONVOLVULACEAE). 96 p. - Universidade Federal da Paraiba, 2016.

PICMANOVA, M.; M@LLER, B. L. Apiose: One of nature’s witty games.
Glycobiology, v. 26, n° 5, p. 430442, 2016. ISSN: 14602423, DOI:
10.1093/glycob/cww012.

QUEIROGA, C. S. Novas substancias isoladas de Evolvulus linarioides Meisn.
(CONVOLVULACEAE). 87 p. - Dissertacédo (Mestrado em Produtos Naturais e
Sintético Bioativos) - Universidade Federal da Paraiba, 2012.

SANTOS, D.; BURIL, M. T. O género Evolvulus (Convolvulaceae) no estado de



179

Pernambuco , Brasil. Rodriguesia, v. 59, n° 71, 2020.

SCHILLING, G.; KELLER, A. Zusammensetzmg und Konfomation von
Hamamelose in Losung. Liebigs Ann. Chem., p. 1475-1479, 1977.

SCHIMMING, T. et al. Calystegines as chemotaxonomic markers in the
Convolvulaceae. Phytochemistry, v. 66, n° 4, p. 469-480, 2005. ISBN: 0031-9422
(Print)r0031-9422 (Linking), ISSN: 00319422, DOI:
10.1016/j.phytochem.2004.12.024.

SILVA, C. V. DA. Reviséo taxondmica de Evolvulus L. — Secao Phyllostachyi
Meisn. (Convolvulaceae). 133 p. - Instituto de Botanica da Secretaria de Estado do
Meio Ambiente, 2013.

SIMAO-BIANCHINI, R.; SILVA, C. V. Evolvulus in Flora do Brasil 2020. Disponivel
em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB7005>. Acesso em: 06/ago./21

SINGH, A. Review of Ethnomedicinal uses and pharmacology of Evolvulus
alsinoides Linn. Ethnobotanical leaflets, v. 12, p. 734-740 ., 2008.

SOUSA, A. L. etal. Lignans and flavonoids isolated from Cuscuta racemosa
Mart. & Humb (Convolvulaceae) by Droplet Counter-Current Chromatography.
Journal of Liquid Chromatography and Related Technologies, v. 35, n° 16, p. 2294—
2303, 2012. ISSN: 10826076, DOI: 10.1080/10826076.2011.631259.

SPELLMAN, M. C. et al. Isolation and characterization of 3-C-carboxy-4-deoxy-L-
xylose, a naturally occurring, branched-chain, acidic monosaccharide.
Carbohydrate Research, v. 122, p. 115-129, 1983.

STEFANOVIC, S.; AUSTIN, D. F.; OLMSTEAD, R. G. Classification of
Convolvulaceae: A Phylogenetic Approach. Systematic Botany, v. 28, n° 4, p.
791-806, 2003. ISSN: 0363-6445, DOI: 10.1043/02-45.1.

STEINER, U.; LEISTNER, E. Ergot Alkaloids and their Hallucinogenic Potential
in Morning Glories. Planta Medica, v. 84, n® 11, p. 751-758, 2018. ISSN:
14390221, DOI: 10.1055/a-0577-8049.

SUNDARAMOORTHY, P. M. K.; PACKIAM, K. K. Extraction, isolation and
identification of kaempferol 3,7 — Diglucoside in the leaf extracts of Evolvulus
alsinoides (Linn.) and its inhibition potency against a-amylase, a-glucosidase,
Acetylcholinesterase and amyloid aggregation. Phcog Mag, v. 16, p. 221-234,
2020. ISBN: 9789896540821.

SURA, M. B. et al. Ipomeolides A and B, Resin Glycosides from Ipomoea pes-
caprae and Combination Therapy of Ipomeolide A with Doxorubicin. Journal of
Natural Products, v. 82, p. 1292-1300, 2019. ISSN: 0163-3864, DOI:
10.1021/acs.jnatprod.8b01100.



180

THEISEN, L. L. et al. Tannins from Hamamelis virginiana bark extract:
Characterization and improvement of the antiviral efficacy against influenza a
virus and human papillomavirus. PLoS ONE, v. 9, n° 1, p. 1-14, 2014. ISSN:
19326203, DOI: 10.1371/journal.pone.0088062.

TOFERN, B. et al. Arcapitins A-C, first dammarane-type triterpenes from the
Convolvulaceae. Zeitschrift fur Naturforschung C, v. 54, n°® 12, p. 1005-1010, 1999.
ISSN: 09395075.

TOKI, K. et al. An Acylated Delphinidin Glycoside In The Blue Flowers Of
Evolvulus pilosus. Phytochemistry, v. 36, n°® 3, p. 609-612, 1994.

WCSP. World Checklist of Selected Plant Families. Facilitated by the Royal
Botanic Gardens, Kew. Disponivel em: <http://wcsp.science.kew.org/>. Acesso em:
25/jul./21

XU, J. Y. et al. Isolation of evolvulic acids B and C, two new components of
crude resin glycoside fraction from Evolvulus alsinoides. Natural Product
Research, v. 6419, p. 1-6, 2020. ISSN: 14786427, DOI:
10.1080/14786419.2020.1736067.

YADAV, M. K. et al. Neuroprotective Activity of Evolvulus alsinoides & Centella
asiatica Ethanolic Extracts in Scopolamine-Induced Amnesia in Swiss Albino
Mice. Macedonian Journal of Medical Sciences, v. 7, n° 7, p. 1059-1066, 2019.

YADAV, S.; HEMKE, A.; UMEKAR, M. Convolvulaceae: A Morning Glory Plant
Review. Int. J. Pharm. Sci. Rev. Res., v. 51, n° 17, p. 103-117, 2018.

YANG, C. et al. A natural product solution to aging and aging-associated
diseases. Pharmacology and Therapeutics, v. 216, p. 107673, 2020. ISSN:
1879016X, DOI: 10.1016/j.pharmthera.2020.107673.

ZHANG, L. et al. The strategies and techniques of drug discovery from natural
products. Pharmacology and Therapeutics, v. 216, p. 107686, 2020. ISSN:
1879016X, DOI: 10.1016/j.pharmthera.2020.107686.

ZHU, M. Z. et al. Recent development in mass spectrometry and its hyphenated
techniques for the analysis of medicinal plants. Phytochemical Analysis, v. 29, n°
4, p. 365—-374, 2018. ISSN: 10991565, DOI: 10.1002/pca.2763.



	a45dc16b876c664d63dc599393f5edca3e3ab23df15474d99d5d1b4457ee76b1.pdf
	0586c8f8d3dd3fbf3841396e6d74c9c1a203055de139a6a532265d218d101828.pdf

	a45dc16b876c664d63dc599393f5edca3e3ab23df15474d99d5d1b4457ee76b1.pdf
	a45dc16b876c664d63dc599393f5edca3e3ab23df15474d99d5d1b4457ee76b1.pdf
	0586c8f8d3dd3fbf3841396e6d74c9c1a203055de139a6a532265d218d101828.pdf
	0586c8f8d3dd3fbf3841396e6d74c9c1a203055de139a6a532265d218d101828.pdf


