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RESUMO

As substancias de origem vegetal possuem grande diversidade quimica, o que faz com
que apresentem muitas atividades especificas nos sistemas bioldgicos. Neste contexto,
estas substancias oferecem uma grande fonte de agentes que podem ser combinados
as terapias tradicionais de doengas que ainda afetam uma grande parte da populagao,
como é o caso do Diabetes Mellitus. Dentre os fatores reconhecidos como causadores
da diminuicdo do quantitativo de células B-pancreaticas em pacientes de diabetes, esta
a agregagao amiloide de um importante horménio também produzido por estas células:
a amilina, que se caracteriza como uma proteina amiloidogénica cujos agregados
podem causar diversos danos a viabilidade celular, contribuindo para a evolugao do
diabetes. Em 2017, uma extratoteca de extratos foi testada em sua totalidade como
iniciativa a prospecgao de substancias derivadas da flora nativa brasileira como
potenciais fontes de inibidores da agregacdo amiloide da amilina humana. Dentre os
extratos ativos, os extratos em hexano e diclorometano das ervas-de-passarinho
Struthanthus concinnus e Struthanthus marginatus, preparados em 2008, demonstram
indicios de que atuariam na inibicdo da agregagao da amilina. Foi, entdo, objetivo deste
trabalho investigar a atividade inibitéria de agregacdo do hormdnio amilina promovida
por extratos, fragdes e substancias isoladas das ervas-de-passarinho da regido serrana
do estado do Rio de Janeiro - Struthanthus marginatus (Desr.) Blume e Struthanthus
concinnus (Mart.) Mart., relacionando a atividade observada ao o perfil quimico dos
extratos ja ensaiados e extratos novos. Apds da coleta de um novo material, em 2018,
os extratos recém-preparados em hexano e diclorometano também demonstraram
indicios de atividade anti-agregante. Assim, para avaliar o desempenho das amostras
frente a agregacao amiloide da amilina humana, ensaios de fluorescéncia utilizando a
tioflavina T foram realizados com os extratos de 2008 e 2018, fracdes e substancias
isoladas dos extratos em hexano de 2008. Através de DI-APCI(x)-MS de e GC-MS, os
extratos ativos (2008 e 2018) foram comparados quanto ao seu perfil quimico afim de
verificar suas semelhancas e diferengas, e correlaciona-las com os padrdes de atividade
observados. Este é o primeiro relato ndo s6 de plantas brasileiras na busca de potenciais
inibidores da agregacao amiloide da amilina humana, comotambém é o primeiro registro
de extratos contento substancias de baixa polaridade investigado para este fim, visto
que as investigacdes sao focadas basicamente em polifendis. A observacao da
atividade dos extratos em hexano e diclorometano das ervas-de-passarinho pode
representar uma promissora fonte de agentes contra agregacao amiloide da amilina
humana, ndo dispensando, evidentemente, a necessidade de estudos posteriores que
avaliam questdes relacionadas a toxicidade dos extratos e substancias tanto in vivo
quanto in vitro, além da confirmagcdo da natureza dos agregados, bem com sua
toxicidade, por técnicas de microscopia. Tais abordagens continuam sendo investigadas
pelo grupo em relagdo ndo s6 as ervas-de-passarinho como com as demais amostras
presentes na biblioteca de extratos.
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ABSTRACT

Plant substances have a broad chemical diversity, which causes them to have many
specific activities in biological systems. In this context, these substances offera great
source of agents that can be combined with traditional therapies for diseases that still
affect a large part of the population, such as diabetes mellitus. Among the factors
recognized as causing the decrease in the mass of pancreatic B-cells in patients with
diabetes, is the amyloid aggregation of an important hormone also produced by these
cells: amylin, which is characterized as an amyloidogenic protein whose aggregates can
cause various damages in cell viability, contributing to the evolution of diabetes. In 2017,
alibrary of extracts was tested as an initiative to prospect substances derived from native
Brazilian flora as potential sources of human amylin amyloid aggregation inhibitors.
Among the most active samples, hexane and dichloromethane extracts of Struthanthus
concinnus and Struthanthus marginatus mistletoes, prepared in 2008, demonstrated
evidences that they would act in inhibiting the aggregation of amylin. Therefore, the
objective of this work is to investigate the inhibitory activity of the aggregation, promoted
by the extracts, fractions and substances isolated from the mistletoes of the state of Rio
de Janeiro - Struthanthus marginatus (Desr.) Blume and Struthanthus concinnus (Mart.)
Mart., relating the observed activity to the chemical profile of the extracts. After the
collection of a new material, in 2018, freshly prepared extracts in hexane and
dichloromethane also showed evidence of anti-aggregating activity. Thus, to evaluate
the performance of the samples against the amyloid aggregation of human amylin,
fluorescence immunoassays using thioflavin T were performed with the extracts of 2008
and 2018, fractions and substances isolated from the 2008 hexane extracts. Through DI-
APCI (2)-MS of and GC-MS, the chemical profile of the active extracts (2008 and 2018)
were compared in order to verify their similarities, and correlate them with the observed
activity patterns. This is the first report not only of Brazilian plants in search of potential
inhibitors of human amylin amyloid aggregation, but also the first record of extracts
containing substances of low polarity investigated for this purpose, since the
investigations are basically focused on polyphenols. The observation of the activity of
the extracts in hexane and dichloromethane of the mistletoes can represent a promising
source of agents against amyloid aggregation of human amylin, but further studies are
still needed in order to evaluate issues related to the toxicity of the extracts and
substances both in vivo and in vitro. It is also important to confirm the nature of the
aggregates, as well as their toxicity, by microscopic techniques. Such approaches
continue to be investigated by the group in relation not only to the birds' herbs but also
to the other samples present in the extract library.
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1. INTRODUGAO

As plantas sdo consideradas o recurso terapéutico mais antigo existente entre
culturas ao redor do mundo, e foram utilizadas de diferentes maneiras ao longo da
histéria da humanidade (Maciel et al, 2002; Simdes & Schenkel, 2002). Mesmo
atualmente, os produtos naturais vegetais representam ndo sé uma importante fonte de
substancias ativas, mas também atuam comofonte de inspiragao ou produtos de partida
para farmacos, o que significa um impacto positivo na medicina moderna (Simdes &
Schenkel, 2002; McKee et al., 2014) (Quadro 1).

Quadro 1. Exemplos de produtos naturais vegetais a partir dos quais foram desenvolvidos farmacos ou que
sdo utilizados como farmacos. (continua)

. Estrutura quimica Origem Uso (s)
Farmaco botani
otanica

morfina HO Papaver Analgésico em
somniferum | dores severas

L.

0
N\
HO I

acido Derivado da | Anti-inflamatorio

acetilsalicilico salicilina, de
)J\ Salix alba L.
0

quinina Cinchona Tratamento de
succirubra malaria
Pav. ex
Klotsch
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Quadro 1. Exemplos de produtos naturais vegetais a partir dos quais foram desenvolvidos farmacos ou que

sdo utilizados como farmacos. (conclusao)

pilocarpina O Pilocarpus Glaucoma

microphyliu crénico

s Stapf ex
Holm.
N \ O
T

taxol Taxus Céancerde

brevifolia mama

2 SN Nutt.
\(o HO OH
N
o
(0]
OH 0
S
artemisinina Artemisia Tratamento de
annua L. malaria
galantamina \ Galanthus | Tratamento de
N nivalis L. Alzheimer
HO 0 o

Fonte: Dias et al., 2012.

Nos anos de 1981 a 2008, pelo menos 62% dos medicamentos usados no tratamento
de cancer, por exemplo, eram projetados a partir de produtos naturais ou entdo
derivados deles (Cragg et al., 2009). Estendendo-se até o ano de 2014, dos protétipos
gue chegaram ao mercado, os numeros se mantém: 60% eram derivados, mimetizavam

ou foram inspirados por produtos naturais (Newman & Cragg, 2016). Newman e Cragg
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(2020) recentemente expandiram o conhecimento sobre este assunto. Para agentes
quimioterapicos, por exemplo, de 1981 até 2019, a representatividade dos produtos
naturais dentre as € de 33,5%. Este numero aumenta quando sdo considerados os

produtos que mimetizam produtos naturais, elevando a proporgéo para mais de 60%.

Apesar de os numeros parecerem bastante satisfatorios, algumas doengas ainda
afetam um grande numero de pessoas e as buscas por terapias alternativas estéo
sempre em foco. Os produtos naturais apresentam grande diversidade quimica, o que
faz com que apresentem muitas atividades especificas nos sistemas bioldgicos
(Nishimura & Matsumori, 2020) e, neste contexto, estas substancias oferecem uma

grande fonte de agentes que podem ser combinados as terapias tradicionais.

A pesquisa em novos agentes terapéuticos no reino vegetal € multidisciplinar e
engloba areas como a fitoquimica, responsavel pelo isolamento, a purificacdo e
caracterizagao dos principios ativos; a etnoboténica e a etnofarmacologia, que possuem
como base o conhecimentotradicional; e também a farmacologia, area responsavel pela
avaliagao dos efeitos farmacoldgicos produzidos pelas preparagdes vegetais ou mesmo
pelas substancias quimicas isoladas (Maciel et al., 2002; Mendonga-Filho & Menezes,
2003; Vendruscolo et al, 2005; Alburquerque e Hanazaki, 2006). Num cenario de
incremento das pesquisas e do avango tecnolégico, a bioprospecgao representa uma
ferramenta central, envolvendo a aplicagdo de tecnologias avangadas para o
desenvolvimento de produtos que permeiam desde medicamentos as fragrancias, tendo

como matéria-prima a biodiversidade (Artuso, 2002; Ramesha et al., 2011).

Basicamente, trés caminhos sao reconhecidos para a pesquisa em produtos naturais:
as abordagens quimiotaxonémica, etnodirigida e randdmica. A abordagem
quimiotaxondmica, consiste na sele¢éo, coleta e investigagédo de espécies para as quais
existam conhecimentos fitoquimicos, ou mesmo farmacoldgicos, de espécies ou grupos
gque possuam alguma relagao filogenética, partindo-se do principio que quanto maior o
grau desta relagdo, mais semelhante sera a composi¢cdo quimica ou ainda o efeito
farmacoldgico observado. Ja na abordagem etnofarmacolégica, as espécies sao
selecionadas de acordo com informacgdes advindas do conhecimento de diferentes
povos e etnias, através de indicagdes acerca de determinada enfermidade ou sintoma
(Alburquerque e Hanazaki, 2006). Estas duas abordagens geraram descobertas
importantes e sempre foram muito utilizadas na pesquisa em produtos naturais, sendo
a abordagem etnofarmacoldgica considerada o cerne dos medicamentos antes do

estabelecimento dos sintéticos (Harvey, 2002).
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Surgindo como uma alternativa moderna, a abordagem randémica considera a
diversidade quimica as espécies vegetais como potencial alvo de investigagdes, e
consiste na sua coleta e investigacdo ao acaso, o que nao significa auséncia completa
de critério (Harvey, 2002; Alburquerque e Hanazaki, 2006). Uma técnica que se tornado
comum nestes estudos & o high throughput screening (HTS). E considerada uma técnica
de otimizagao da pesquisa, na qual grandes bibliotecas de substancias, ou amostras
mais complexas, séo testadas como potencialmente inibidoras de determinado efeito
bioldgico (Mishra et al., 2008). Estas triagens baseadas na abordagem randémica foram
muito Uteis na busca de quimioterapicos de origem natural, por exemplo (Cragg &
Pezzuto, 2016).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do mundo, com aproximadamente 20%
das espécies viventes do planeta. Tratando-se das espécies vegetais, cerca de 20-24%
da diversidade mundial de angiospermas ocorre em territorio brasileiro, sendo muitas
delas endémicas (MMA, 2020). Em razdo da heterogeneidade de habitats e grande
extensao territorial, a flora brasileira conta com uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios produzidos, o0 que representa uma importante fonte na pesquisa de agentes
terapéuticos de origem natural (Valli et al., 2018).

1.1. Loranthaceae Juss.

Globalmente, a familia Loranthaceae € composta por mais de 1000 espécies,
distribuidas em 76 géneros (Liu et al., 2018), com distribuicdo principalmente nas
regides tropicais (Figura 1), com poucas espécies com ocorréncia documentada nas
regides temperadas da América do Sul, Asia, Australia, Europa e Nova Zelandia (Vidal-
Russell & Nickrent, 2008). Os representantes desta familia sdo exclusivamente epifitos
hemiparasitas generalistas, que possuem capacidade fotossintética e dependem
exclusivamente de agentes biodticos para realizar a sua polinizagdo (Guimaraes, 2006;
Vidal-Russel & Nickrent, 2008).
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Figura 1. Distribuigao biogeografica da familia Loranthaceae. Retirado de Tropicos — Missouri Botanical

Garden (http://www .tropicos.org). Data de acesso: 15 de junho de 2020.

No Brasil, a familia possui ocorréncia confirmada em todas as regides do pais e é
encontrada na Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. A
maior diversidade, no entanto, € encontrada na Amazonia e no Cerrado (Arruda et al.,
2012; JBRJ,2018). No pais, é registrada a ocorréncia de 12 géneros, com 129 espécies
no total, sendo 68 endémicas (Dettke & Caires, 2015). Os representantes desta familia
s&o popularmente conhecidos principalmente como “erva-de-passarinho”, devido ao seu
modo de dispersdo que depende do depédsito das sementes nos hospedeiros mediado
pelos passaros (Lorenzi, 2000; Arruda et al., 2006; JBRJ, 2018). Sao plantas perenes,
que parasitam arvores e arbustos dentre uma grande gama de espécies hospedeiras.
Outras espécies podem ser incluidas nesta denominacgao e no Estado do Rio de Janeiro,

estas espécies estio classificadas, além de Loranthaceae, na familia Santalaceae.

Quanto a composi¢cao quimica das espécies, ha o registro de terpenos, glicosideos,
lignanas, flavondides, proantocianidinas, carboidratos, acidos graxos, aminoacidos,
fenilpropandides, taninos e alcaldides (Guimaraes, 2006; Leitdo, 2009; Leitdao, 2013,
Leitdo et al., 2013). Tradicionalmente, os integrantes desta familia sdo indicados em
casos de disturbios respiratdrios, artrites, disturbios inflamatdrios, condiloma,
hemorroidas, cancer e diabetes (Guimaraes, 2006).

1.2. Struthanthus Mart.

Struthanthus Mart. conta com cerca de 60 a 70 espécies globalmente e 53 no Brasil,
sendo, destas dultimas, 24 endémicas (Reif & Andreata, 2011; JBRJ, 2020).

Comparativamente, € um dos géneros que apresenta maior diversidade no Brasil do
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que no restante da América do Sul (Arruda et al., 2012), tendo ocorréncia confirmadas
nos seguintes biomas brasileiros: Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e
Pampa (JBRJ, 2020).

Struthanthus concinnus (Mart.) Mart. (Figura 2) € uma espécie endémica brasileira
(JBRJ, 2018), fato este que talvez possa explicar a pequena quantidade de estudos
encontrados, sendo quase todos relacionados a taxonomia e ecologia da espécie. De
ocorréncia bastante comum na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro (Reif &
Andreata, 2006), S. concinnus é a espécie de erva-de-passarinho mais dispersa no pais,
ocorrendo nos Estados de Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito

Santo, Minas Gerais, Goias, Para e Amazonas (Lorenzi, 2000; Leitdo, 2009).

Figura 2. Struthanthus concinnus.Ypu, Nova Friburgo — RJ. Set. 2018. Fonte: Acervo pessoal.

Struthanthus marginatus (Desr.) Blume (Figura 3) ocorre no Peru, Panama4, Costa
Rica e no Brasil, onde esta distribuida nos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Pernambuco, Paraiba e Bahia (Reif de Paula, 2004; Reif e Andreata, 2006). Ao contrario
de S. concinnus, a literatura acerca de S. marginatus é mais rica, embora, ainda assim,
com poucos estudos de natureza quimica. Para esta espécie ha registro da atividade
citotdxica, antiulcerogénica, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (Vieira et. al,
2005; Martins et al., 2006; Pissinate, 2006; Freire et al., 2011; Vittorazzi et al., 2015;
Grammaet al., 2016; Freire et al., 2018). A espécie foi incluida na primeira edicéo da

Farmacopeia Brasileira, na qual o extrato das folhas era indicado como

27



descongestionante, na tosse, no tratamento de bronquite e pneumonia, denominada
como “erva-de-passarinho miuda”. Curiosamente, a atividade inibitéria frente a cepas
de Mycobacterium tuberculosis (ATCC 35338) de extratos, fragdes e substancias

isoladas desta espécie foram reportadas por Leitao et al. (2013).

Figura 3. Struthanthus marginatus. Centro, Petropolis—RJ. Out. 2018. Fonte: Acervo pessoal.

Considerando a literatura acerca das ervas-de-passarinho, de maneira geral, se
observam mais estudos em relagédo a sua ecologia e anatomia, em raz&o do habito de
vida destas espécies. Poucos sdo os estudos que discorrem sobre a composi¢do
quimica das espécies. Considerando a distribuicdo cosmopolita da familia
Loranthaceae, acredita-se a pequena quantidade de estudos acerca de S. concinnus

seja devido ao fato de ser uma espécie endémica brasileira (JBRJ, 2020).

Um dos problemas enfrentados em relacdo a pesquisa em plantas medicinais € a
classificagao taxonémica das espécies, que lida com a constante atualizagdo da
nomenclatura e também com a sua posicéo filogenética (Leal et al., 2016). Para S.
marginatus, por exemplo, ndo sado encontrados muitos registros sobre o seu potencial
quimico ou farmacoldgico. No entanto, ao realizar a pesquisa com 0 nome da sinonimia,
Struthanthus vulgaris, como palavra-chave, encontra-se quase toda a literatura
disponivel referente as atividades bioldgicas da espécie.
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Quanto a composigcdo quimica do género ha registro na literatura de reacgdes
cromogénicas positivas para alcaloides, saponinas, taninos, catequinas, esteroides,
triterpenoides, acgucares, flavonoides e carotenoides, um método ja muito utilizado e
considerado agora ultrapassado (Salatino, 1993; Pissinate, 2006; Coe et al., 2010;
Freire et al., 2011). No entanto, ao longo dos ultimos anos, o cenario de poucos estudos
acerca da composicdo quimica de Struthanthus mudou, considerando tantos as
espécies brasileiras como as demais.

Dentre as substancias isoladas e/ou identificadas em espécies de Struthanthus estao
arutina em S. subtilis (Cordero et al., 2003), fitol (1), lupeol (2), obtusifoliol (3), taraxerol
(4), 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (5), taraxasterol (6), 24-metilenocicloartanol (7), a-
amirenona (8), B-amirina (9), estigmasterol (10), 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-383,78,15a-
triol (11), y-sitosterol (12), 3-O-[6-O-n-acil-B-glucosil]-sitosterol e sitosterol em S.
marginatus e S. concinnus (Leitdo et al., 2013) (Figura 4); acido clorogénico, acido
rosmarinico e quercetina em S. vulgaris (Marques et al., 2017); acido glicélico, acido
succinico, acido glicérico, acido malico, eritriol, acido benzoico, acido trednico, acido
chiquimico, frutose, acido quinico, acido benzoico, acido hexadecanoico, acido
octadecanoico, sacarose, quercetina, acido p-cumaroilquinico, acido cafeoilquinico e
seus isOmeros em S. marginatus (Freire et al, 2011); palmitato de metila, n-
heneicosano, n-nonacosano, clionasterol, lupeol, - e a-amirina, 9,19-ciclolanostan-24-
en-3-ol, B-friedelanol, 24-metileno-9,19-ciclolanostan-3-ol, acetato de a-amirina, acetato
de lupeol, n-tetracontano para S. syringifolius (Cunha et al., 2012); a-amirina,

lupenona, nonacosano, 3-amirina e lupenol em S. marginatus (Siqueira et al., 2016).
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Figura 4. Estruturas quimicas das substanciasidentificadasem S. marginatus e S. concinnus por Leitéo et
al., 2013. (continua)
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Figura 4. Estruturas quimicas das substanciasidentificadasem S. marginatuse S. concinnus por Leitéo et

al., 2013. (concluséo)

Registros na literatura descrevem algumas atividades biolégicas, como a citotdxica e
antibacteriana, para espécies do género Struthanthus (Cordero et al., 2003; Matsubara
et al., 2003; Vieira et al., 2005; Coe et al., 2010; Leitdo et al., 2013), bem como as
atividades anti-inflamatdria, gastroproterora e téxica para larvas adultas de Schistosoma
mansoni (Cunha et al., 2012; Gramma et al., 2016; Marques et al., 2017; Freire et al.,
2018). Tradicionalmente, espécies deste género sao indicadas para uso em ulceragoes,
para assepsia de feridas, dores e também em casos de picada de cobra (Mors et al.,
2000; Otero et al., 2000; Guimaraes, 2006).

Uma problematica no campo da arborizagdo urbana envolve as ervas-de-
passarinho. Plantas parasitas sdo consideradas um dos principais fatores bidticos que
alteram a qualidade das espécies cultivadas para arborizagao urbana (Leal et al., 2006).
Programas da prefeitura de cidades como Petropolis fazem a remogao destas espécies
nas principais ruas do centro turistico da cidade. Desta forma, estudos que avaliem a
natureza das substancias produzidas por estas espécies, com sua possivel aplicagao
farmacoldgica, sdo imprescindiveis para justificar a utilizacdo destas espécies em

detrimento de sua retirada e descarte.

1.3. Diabetes Mellitus e a amilina humana

O diabetes mellitus € uma enfermidade complexa e multifatorial que afeta mais de

400 milhdes de pessoas no mundo (Nowotny et al., 2015; OMS, 2016). Caracterizada
31



pelo aumento da concentragao sanguinea de glicose, adultos e criangas podem ser
afetados. Os dois tipos mais comuns de diabetes mellitus s&o o tipo 1 (DMT1),
conhecida anteriormente por diabetes dependente de insulina, e o diabetes mellitus tipo
2 (DMT2), que afetaa maioria dos pacientes (OMS, 2016).

O tratamento para diabetes envolve nao sé uso de medicamentos orais para controle
glicémico como também a reeducagao alimentar e a pratica de exercicios, além do
acompanhamento psicoldgico (American Diabetes Association, 2018). O medicamento
oral de primeira escolha utilizado no tratamento do DMT2 é a metformina, uma biguanida
derivada da guanidina, substancia natural isolada de Galega officinalis L. (Fabaceae)
(Bailey, 1988; Rena et al., 2017). A guanidina, na ocasido de sua descoberta, despertou
a atengao para pesquisas em relagao as suas propriedades anti-hiperglicémicas, porém
era uma substancia de elevada toxicidade e que impossibilitou seu uso clinico. Embora
todo o mecanismo de ag&o deste medicamento ndo esteja completamente esclarecido,
a metformina atua principalmente no figado, através de um mecanismo multiplo que

inibe a gliconeogénese (Rena et al., 2017).

No organismo humano, a manutencdo da concentragcdo da glicose sanguinea
realizada pela insulina depende de fatores tais como disponibilidade de nutrientes,
estimulos hormonais e neuronais estejam coordenados e em equilibrio (Schrimpe-
Rutledge et al., 2012; Cerf, 2013). Para o DMT2, basicamente dois fatores, que
possuem suas bases fisiolégicas em diferentes mecanismos, séo identificados como
razées do quadro hiperglicémico. O primeiro relaciona-se a diminuicdo da efetividade
do horménio insulina, também denominada resisténcia a insulina, que levaa uma maior
necessidade de produgéo deste horménio. O segundo fator diz respeito a degeneragéo
e consequente perda ou redugao das células B-pancreaticas, responsaveis diretamente
pela produgao do horménio insulina (Kahn, 2003; Kahn, 2009; Westermark et al., 2011;
Nowotny et al., 2015). Em pessoas acometidas pelo DMT2 a exposi¢gao prolongada a
niveis altos de glicose pode resultar na redugdo ou perda das células B-pancreaticas
pelo aumento da apoptose celular, e/ou pela sua replicagéo reduzida, em razédo de
estresse oxidativo e processos inflamatorios (Karaca et al., 2009; Gilbert & Liu, 2012,
Cerf, 2013). Outro processo envolvido na degeneragcdo beta-pancreatica estda na
elevacao da produgdo de insulina e amilina devido a demanda hormonal para
manutencao dos niveis glicémicos, resultando na aglomeragao de espécies toxicas de
amilina e levando ao processo de apoptose das células B-pancreaticas (Montane et al.,
2012).
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A amilina humana (Figura 5) é um hormonio peptidico de 37 aminoacidos, co-
produzido e co-secretado pelas células B-pancreaticas com a insulina. Também
denominada como human islet amyloid polypeptide (hIAPP), a amilina (assim como
insulina) é secretada em resposta a estimulos glicémicos, tanto pds-prandial quanto na
manutenc¢ao de niveis de jejum desses dois hormdnios. Possui um papel deterministico
no metabolismo de carboidratos, atuando na captagao de glicose mediada pela insulina
e também no esvaziamento gastrico, além de atuar na prépria modulagao da secregao
de insulina e na secregao de glucagon (Rushing et al., 2000; Westermark et al., 2011;
Pithadia et al., 2016).

Figura 5. Representacdo da amilina humana. Fonte: Phoenix Biotech  Websit.

(http://www.phoenixbiotech.net). Acessado em 06 de margo de 2019.

As primeiras evidéncias conhecidas de formas tdxicas em pancreas sao do inicio do
século XX por Opie (1901), que comparou o pancreas de individuos diabéticos e néo
diabéticos, revelando que, entre os individuos diabéticos, alguns possuiam grandes
massa de material hialino, tipo amiloide (similar a amilo, amido). Mais tarde, na década
de 80, esse material amiloide foiisolado de pancreas de gatos e humanos diabéticos e
identificados como agregados peptidicos, tendo sido denominado de amilina por
Westermark et al. (1987) e islet amyloid polypeptide (IAPP) por Cooper et al. (1988).
Além de suas fungdes regulares anteriormente citadas, a amilina tem despertado a
atencao para pesquisas por seu envolvimento na evolucao do Diabetes Mellitus do tipo
2 (Rushing et al., 2000; Westermark et al., 2011; Pithadia et al., 2016). Estudos relatam
a toxicidade dos agregados de amilina humana em células produtoras de insulina nos
adultos de ratos e humanos (Lorenzo et al., 1994; Zhang et al., 2016) que, em resposta
a agregacdo amiloide, podem sofrer apoptose, necrose e danos na membrana
plasmatica, reduzindo a quantidade de células viaveis capazes de produzir insulina e

agravando, assim, evolugdo do diabetes mellitus (Zhang et al., 2016).

O mecanismo completo pelo qual os agregados de amilina sao téxicos as células -
pancreaticas ainda nao foi completamente elucidado. O material fibrilar maduro é

considerado inerte e ndo parece possuir um papel na toxicidade dos agregados (Zhang
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et al., 2016). Sugere-se que os oligbmeros, no entanto, sejam responsaveis por interferir
na integridade fisica da membrana celular, formando poros ou a rompendo (Brender et
al., 2012, Kao et al., 2015). Uma vez determinada esta relag&o entre a citotoxicidade e
os oligbmeros de amilina, a inibicdo destes ultimos se tornam um alvo potencial para

impedir o progresso da doenga (Daval et al., 2010).

Em relacdo a estrutura, a amilina pode ser encontrada em 3 conformacdes:
mondémeros, oligbmeros e fibras. Os mondmeros referem-se aos peptideos funcionais,
que podem sofrer enovelamento em estruturas a-hélice e entdo se agregarem em
oligbmeros. Os oligbmeros, que s&o intermediarios ainda soluveis, acumulam-se em
fibras insoluveis, de conformagdo em folha-, gerando os depdsitos amiloides nas
células (Zhang et al., 2016). A agregagao amiloide da amilina envolve basicamente trés
fases (Figura 6), in vitro: a fase lag, na qual é possivel observar o hormonio livre na
forma de mondmeros e alguns poucos oligbmeros; a fase de elongagéo, que consiste
na formacgédo e alongamento das fibras a partir dos monémeros e oligbmeros; e
finalmente a fase de saturagao ou plateau, onde as fibras amiloides ja estédo inteiramente
formadas e em equilibrio (Abedini et al., 2015; Kiriyama & Nochi, 2018).
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Figura 6. Esquema de fases do processo de agregagdo da amilina in vitro. 1: Fase lag; 2. Fase de

elongagéo; 3: Fase de saturagéo ou plateau.

Entender como ocorre o processo de agregagédo amiloide € primordial ndo sé para
avaliar o desenvolvimento das amiloidoses, como também identificar, para fins
terapéuticos, alvos para impedir a sua formagao (Yakupova et al., 2019). Para o estudo
in vitro dos agregados de proteinas amiloides, incluindo a amilina, tanto com propdsitos
quantitativos quanto qualitativos, prevalecem os métodos colorimétricos, como o

vermelho de congo e a tioflavina T.
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A tioflavina T (ThT, do inglés thioflavin T) (Figura 7), um corante benzotiazol
catibnico, € muito utilizada para monitoramento da formagéo de fibras amiloides em
proteinas, incluindo a sua quantificagéo devido ao seu alto tropismo por elas (Khurana
et al., 2005; Xue et al., 2017). Estruturalmente, esta substancia possui uma porgéao
terminal hidrofébica, formada por um grupamento dimetilamina junto a um grupo fenil
(1), e uma porg¢éo de maior polaridade formada pelo anel benzotiazol (1) (Khurana et al.,
2005).
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Figura 7. Estrutura quimica da tioflavina T. Retirado de Hawe et al., 2008.

A tioflavina possui uma unica ligagao C-C central que permite que os anéis
benzotiazol e anilina rotacionem livremente. Na auséncia de ligac&o entre o corante e a
fibra amiloide, apds a excitacdoluminosa, esta rotacao livre causa o relaxamento de seu
estado localmente excitado para um estado de transferéncia de carga ndo- radiativa
(CT). Este fenbmeno resulta, entdo, na auséncia fluorescéncia. A ligagao do corante a
fibra, no entanto, resulta na imobilizagdo rotacional dos anéis e acredita-se que isto
causa os aumentos de fluorescéncia detectados em aproximadamente 482nm
(excitagdo em 450nm) (Naiki et al., 1989; Quin et al., 2017; Xue et al., 2017).

Além do DMT2, algumas outras importantes doengas apresentam, em sua evolugéo,
a agregacao toxica de proteinas, como o Alzheimer, Huntington e Parkinson (Eisele et
al., 2015; Velander et al., 2017). Nestas doencgas, estdo envolvidas as proteinas [3-
amiloide, huntingtina e a-sinucleina, respectivamente (Lovestone 2002; Arrasate &
Finkbeiner, 2011; Araki et al., 2019). As amiloidoses, como s&o denominadas estas
condi¢des, podem ser definidas como resultado de um depdsito tecidual de amiloides,
ou seja, material fibrilar que se origina de proteinas precursoras (Merlini, 2004;
Lachmann & Hawkins, 2006), cuja deposigao pode ocorrer pela presenga de proteinas
anormais, pelo excesso de proteinas normais, pelo processo de envelhecimento e

também por razdes nao desvendadas até entao (Wechalekar et al., 2016).
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Qualquer momento durante o processo cinético de agregagao consiste em potencial
alvo de pesquisas. Atualmente, a estratégia de identificagao de substancias que possam
atuar no tratamento de amiloidoses concentra-se na inibicdo da aglomeragao amiloide,
por inibicdo da formacdo de amiloide toxica, ou estabilizagcdo dos agregados e
remodelagédo ou degradagdo de oligbmeros toxicos e fibras insoluveis (Pithadia et al.,
2016; Velander et al., 2017).

1.4. Produtos naturais como potenciais inibidores da agregagao amiloide da

amilina

Os produtos naturais possuem uma grande diversidade quimica, o que reflete
diretamente em comportamentos frequentemente muito especificos em sistemas
biolégicos, resultando em uma grande variedade de atividades farmacologicas. Neste
contexto, os produtos do metabolismo vegetal tém despertado a aten¢éo para pesquisas

acerca de inibidores de agregacao amiloide (Pithadia et al., 2016; Velander et al., 2017).

Dentre as substancias de origem natural ja testadas quanto a aglomeragao amiloide
da amilina, estdo o resveratrol (13), o galato de epigalocatequina (EGCG) (14), o acido
rosmarinico (15), a baicaleina (16), a oleuropeina (17), a curcumina (18), entre outras
(Rigacci et al., 2010; Velander et al., 2016; Pithadia et al., 2016; Velander et al., 2017)
(Figura 8).
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Figura 8. Estruturas quimicas de substancias de origem natural ja testadas quanto a sua agao inibitéria na

agregacédo amiloide da amilina humana.

O EGCG (14), o resveratrol (13), a oleuropeina (17) e a curcumina (18) sédo as
substancias oriundas de plantas mais estudadas quanto a sua acgao frente a amilina
humana (Pithadia et al., 2016; Chaari, 2020). Todas estas substancias séo polifendis de
origem vegetal, classe que recebe destaque nos estudos acerca de agregagao amiloide
de proteinas (Pithadia et al., 2016).

O galato de epigalocatequina € um representante da classe dos flavonoides e é
possivel encontrar diversos relatos na literatura sobre a sua capacidade de se ligar a
uma vasta gama de proteinas, com alta afinidade (Yang et al., 2014). Nas doencgas

baseadas na agregagao amiloide de proteinas, o0 EGCG € uma das substancias mais
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bem estudadas, com registros de inibicdo da agregagado amiloide de B-amiloide, a-
sinucleina e hIAPP (Cao & Raleigh, 2012), além de apresentar relatos em ensaios
clinicos na prevengao de Alzheimer, Parkinson e Huntington (Mahler et al., 2013; Yang
et al., 2014). Quanto ao mecanismo de agdo, o EGCG atua principalmente no
redirecionamento da via de formagao dos agregados, ou seja, favorecendo a formagéao
de produtos de baixa toxicidade (Porat et al., 2006; Dhouafli et al., 2018). Na amilina
humana, o galato de epigalocatequina é capaz de inibir a formagao de agregados de
natureza amiloide tanto na fase /lag quanto na fase da elongacéo, além de desagregar
fibras pré-formadas (Meng et al., 2010; Cao & Raleigh, 2012). Outro importante polifenol
gue age sob estes mecanismos € o resveratrol, bastante conhecido como componente
antioxidante das uvas e do vinho (Dhouafli et al., 2018). Ja a aglicona da oleuropeina,
componente fendlico majoritario do azeite de oliva, € uma das poucas substancias para
a qual ha registro da acéo protetiva. Esta substancia, quando presente durante o
processo de agregacdo da amilina, possui capacidade de reduzir a citotoxicidade
causada pelos agregados em cultura de células RIN-5F (Rigacci et al., 2011; Dhouafli
et al., 2018; Chaari, 2020).

A curcumina, extraida principalmente como componente majoritario do rizoma de
Curcuma longa L. e talvez seja, para amilina humana e as demais proteinas amiloides,
a substancia natural mais estudada (Daval et al., 2010). Diversos estudos relatam as
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, citotoxica, antitumoral e
antibacteriana associadas a curcumina (Mazumder et al., 1995; Jurenka, 2009; Tyagi et
al., 2015; Hewlings & Kalman, 2017; Giordano & Tommonaro, 2019), incluindo também
a mengao a agao inibitéria na agregacdo em proteinas amiloidogénicas como a a-
sinucleina, proteina envolvida na doenca de Parkinson, e o B-amiloide, associado ao
Alzheimer (Yang et al., 2005; Garcia-Alloza et al., 2007; Pandey et al., 2008; Daval et
al., 2010; Singh et al, 2013). Na agregacdo amiloide da amilina in vitro, mais
especificamente, a curcumina é capaz de reduzir a formacao de fibras amiloides,
favorecendo a formacgao de agregados estruturalmente distintos e ndo-tdxicos (Daval et
al., 2010; Sparks et al., 2012).

1.5. Ferramentas aplicadas a estudos fitoquimicos

Dentre as técnicas analiticas disponiveis, a espectrometria de massas tem
demonstrado ser uma ferramenta muito util na pesquisa em plantas medicinais e
produtos naturais, pois permite a aquisicdo de grandes grupos de dados que refletem o
perfil quimico da amostra em questdo. E uma técnica muito versatil que pode ser

utilizada isolada ou ainda acoplada a outras. O termo “técnicas hifenadas” refere-se a
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aplicacao de técnicas de analises combinadas, com o intuito de aumentar o poder
analitico das mesmas (Patel et al., 2010). Isolada ou em conjunto com outras técnicas,
como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a MS (do inglés, Mass Spectrometry)
também possui importante valor na elucidacao estrutural de substancias. No entanto,
na pesquisa em produtos naturais, 0 que mais chama a atengao de pesquisadores para
as vantagens da MS é seu uso na andlise de amostras complexas. Conforme os
equipamentos evoluem, tornam-se mais sensiveis e a possibilidade de coleta de dados
aumenta (Bouslimani et al., 2014). Basicamente, um espectrOmetro de massas €
responsavel por transformar a amostra em ions em fase gasosa e dispersar esses ions
até o analisador, onde serdo separados de acordo com a sua razdo massas sobre carga
(m/z) e isto gera um espectro que relaciona esta razdo massa-carga a uma abundancia
relativa (%). Desta forma, a composi¢céo dos equipamentos varia de acordo com os

mecanismos utilizados para cumprir estas fungées (Williams, 1997; Barofsky, 1999).

Os analitos, na sua maioria, sdo convertidos em ions na fonte de ionizacdo. Este
processo pode ocorrer de varias formas, de acordo com as distintas fontes disponiveis.
Para produtos naturais, as mais comumente utilizadas séo as fontes de ionizagdo por
electrospray (do inglés, Electrospray lonization — ESI), e as a ionizagdo quimica a
pressao atmosférica (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical lonization — APCI)
(Williams, 1997). Na ionizagao por APCI, os ions sdo formados em fase gasosa através
de uma alta voltagem aplicada (corona discharge). Este processo ioniza os analitos apés
0 uso de um gas nebulizador para formar aerossois e os ions formados sdo carreados
até o analisador e o detector, que realizam a separagéo dos ions e seus fragmentos por
sua razdo massa/carga (m/z) e a sua conversao em um sinal elétrico que pode ser
medido e amplificado (Williams, 1997; Clarke, 2017).

Uma técnica também bastante utilizada, principalmente em relacdo a extratos
preparados em hexano e diclorometano, € a Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography), que apresenta uma grande gama de aplicagdes, realizando a
deteccao de substancias até mesmo em concentragdes baixas e sendo considerada
simples, sensivel e efetiva em separacdo de componentes em misturas (Al-Rubaye et
al., 2017). A combinagéao entre a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS) é considerada uma ferramenta muito util de identificacédo e
quantificagcado de substancias. Nesta técnica, ha a produgéo de ions em fase a gasosa
que sao direcionados ao detector de massas e entdo analisados de acordo com a sua
razao massa/carga (m/z). Para a produgao dos ions, varias sdo as opgdes de ionizagao

e dentre as mais utilizadas estdo a ionizacdo quimica e a ionizacao por impacto de
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elétrons (Hage, 2018). A detecgéo feita pelos analisadores resulta em um espectro que,
somado ao tempo de retengdo na cromatografia e os padrdes de fragmentagao, pode
ser comparado com bases de dados, gerando um score de similaridade entre as

substancias analisadas e as propostas.

Uma condi¢do indispensavel para a utilizagdo da cromatografia em fase gasosa é
gue os analitos sejam volateis nas temperaturas utilizadas. Mesmo sendo uma técnica
de aplicabilidade ampla, algumas substancias organicas podem ser muito polares para
serem analisados por GC. Embora ndo seja sempre um procedimento de primeira
escolha, uma vez que envolve uma etapa onde ha manipulacéo adicional da amostra, a
derivatizagdo das pode ser empregada para tornar as substancias a serem analisadas
suficientemente volateis para que sejam detectadas por GC (Ozek & Demirci, 2012;
Rockwood et al., 2018). A derivatizacdo consiste em, quimicamente, modificar a
estrutura de um analito a fim de favorecer a sua andlise por determinada técnica
analitica, através da adigdo de um grupamento funcional conhecido. Além de garantir e
facilitar a volatilizacdo das substancias, a derivatizagéo também é utilizada para garantir
a estabilidade térmica de substancias, modificar suas propriedades cromatograficas,
aumentar a eficiéncia do processo de ionizagcdo ou ainda favorecer determinados

padrdes de fragmentagao (Rockwood et al., 2018).

A sililagdo € o modo de derivatizagao considerado mais simples e mais versatil, e
consiste na substituicdo dos hidrogénios ativos de grupamentos -OH, -NH e -SH por um
grupo silil. Nesta substituicdo, a interacdo dipolo-dipolo € reduzida, o que causa o
aumento da volatilidade do analito e melhora nas propriedades cromatograficas. Além
disso, como vantagem adicional, o novo grupamento silil das substancias derivadas
formadas podem gerar padrdoes de fragmentagao caracteristicos que podem auxiliar e
facilitar a elucidagao estrutural das substancias (Halket & Zaikin, 2003). O BSTFA, N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida, é um agente derivatizante bastante utilizado e age na
sililacao de alcoois, fendis, acidos, aminoacidos, tidis, aminotidis, polidis e agucares,
podendo ser empregado sozinho ou em conjunto com um segundo agente derivatizante
para aumentar a gama de grupamentos atingidos. Os produtos gerados por este
processo sao denominados derivados TMS (trimetilsilil) e apresentam em sua estrutura
o grupamento Si(CHs)s (Poole & Zlatkis, 1979; Halket & Zaikin, 2003).

Os extratos vegetais sdo considerados matrizes muito complexas, que reunem
inumeras substancias advindas dos processos extrativos. A composicao destes extratos
pode variar ndo sé6 em relacdo em relacédo a quantidade, concentracao e natureza das

substancias, mas também entre familias, géneros e até mesmo espécies. Desta forma,
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utilizagao de ferramentas analiticas na pesquisa em produtos naturais permite execugéo
de diferentes vertentes de pesquisa, sendo principalmente focadas na desreplicagao,
evitando o isolamento de produtos que nao sejam os de interesse; na metaboldmica,
identificando o maior numero de metabdlitos possivel; e no controle de qualidade de

insumos farmacéuticos e fitoterapicos (Wolfender et al., 2010; Salem et al., 2020).
1.6. Justificativa

Os produtos naturais vegetais apresentam uma vasta gama de atividades ja
descritas, nas mais variadas abordagens e € inegavel o impacto que a pesquisa em
metabdlitos secundarios vegetais possui na medicina moderna. No cenario da pesquisa
em amiloidoses, diversos registros ja sdo encontrados na literatura no que diz respeito
a agao dos produtos naturais para proteinas envolvidas, por exemplo, nas doengas de
Alzheimer e Parkinson, o que gera evidéncias da sua possivel acao também frente a
amilina, visto que o processo de agregacdo destas proteinas possui algumas
semelhangas. Num contexto geral, poucos registros sdo encontrados correlacionando,
no entanto, a agregacdo amiloide da amilina e os produtos naturais. Considerando a

atividade para plantas nativas brasileiras, ndo sdo encontrados relatos na literatura.

Sob esta perspectiva, parte da biblioteca de extratos do Laboratério de Fitoquimica
e Farmacognosia (que incluia os extratos preparados em 2008) foi testada em 2017
frente a agregagao amiloide da amilina humana, através em uma parceria estabelecida
com o Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica - pbiotech. Nesta ocasido, foi
realizada a triagem de cercade 74 extratos, de 14 espécies nativas brasileiras. Dentre
os extratos mais ativos, destacaram-se os extratos em hexano e diclorometano,
preparados em 2008, de S. marginatus e S. concinnus, para os quais foi possivel
observar indicios de uma redugdo da agregacdo amiloide in vitro. A jungdo destas
informacoes, associadas a escassez de informagdes acerca da atividade de produtos

naturais frente a amilina motivou o estudo destas espécies através deste projeto.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Prospectar e identificar extratos, fracbes e substancias isoladas das ervas-de-
passarinho da regido serrana do estado do Rio de Janeiro - Struthanthus marginatus

(Desr.) Blume e Struthanthus concinnus (Mart.) Mart. com atividade inibitéria de

agregacao amiloide in vitro do hormoénio amilina.
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2.2. Objetivos especificos
Foram propostos como objetivos especificos:

(i) Comparar os perfis quimicos dos extratos ja ensaiados com os novos que

serao preparados;

(i) Avaliar a atividade inibitéria promovida pelos extratos preparados em 2018
destas duas espécies na fibrilagdo do peptideo amilina através de ensaios de
fluorescéncia, em comparagao com os extratos preparados em 2008;

(il) Avaliar a atividade inibitéria da fibrilagdo peptideo amilina promovida pelas
substancias isoladas e/ou identificadas anteriormente dos extratos das duas espécies:
fitol, taraxerol, obtusifoliol, 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, lupeol, sitosterol,
taraxasterol, B-amirina, a-amirenona, 24-metilenocicloartanol, 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-

3B,7B,15a-triol e y-sitosterol;

(iv) Contribuir para o aumento dos dados acerca da composi¢ao quimica de S.

marginatus e S. concinnus.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Coleta de material vegetal
3.1.1. Aquisigao do material vegetal em 2008

Partes aéreas de S. marginatus e folhas de S. concinnus foram adquiridas através
de vendedores em feiras livres dos municipios de Petrépolis e Nova Friburgo,
respectivamente, em 2008, conforme descrito por Leitdo, 2009. Na ocasido da coleta
deste material, S. marginatus parasitava um individuo de Vernonia sp, popularmente
conhecido como assapeixe, e S. concinnus encontrava-se sobre uma amoreira, Morus
alba L. Todo o material foi depositado no Herbario da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (RFA/UFRJ).

3.1.2. Coleta do novo material vegetal em 2018

Partes aéreas, incluindo as inflorescéncias e frutos, de Struthanthus marginatus e S.
concinnus foram coletadas em Cascatinha (22°30°26.0”S 43°10°49.3"W), Petropolis e
Ypu (22°17°38.5”S 42°31°50.1"W), Nova Friburgo, respectivamente, na regiao serrana
do Estado do Rio de Janeiro. S. marginatus parasitava uma espécie do género
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Magnolia, da familia Magnoliaceae, enquanto que S. concinnus, parasitava uma espécie

de Phyllostachys, um bambu da familia Poaceae.

As espécies foram identificadas pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Reif de Paula, da
Universidade Santa Ursula (USU) e parte do material coletado foi destinado ao depdsito
no Herbario Prof. Jorge Pedro Pereira Carauta da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (HUNI) (Figura 9) e no Herbario da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (RFA). A Tabela 1 dispde os numeros de tombo de cada espécie nos dois

herbarios supracitados.

Figura 9.Exsicatas de S. concinnus (a)e S. marginatus (b) depositadas no Herbario Professor Jorge Pedro
Pereira Carauta, na Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Fonte: Acervo pessoal.

Tabela 1. Numeros de tombo no Herbario Prof. Jorge Pedro Pereira Carauta (HUNI) e no Herbario da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (RFA) e dados de rendimento da particdo liquido-liquido dos
extratos de S. marginatuse S. concinnus.

S. marginatus S. concinnus
N° de tombo HUNI HUNI6101 HUNI2999
N° de tombo RFA RFA43351 RFA43325
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3.2, Preparo dos extratos

3.2.1. Extratos de S. marginatus e S. concinnus preparados em
2008

Apds a coleta, o material foi seco em temperatura ambiente e extraido com etanol
96°GL. Conforme descrito por Leitdo (2009), os extratos etandlicos de S. marginatus e
S. concinnus resultantes foram repartidos entre agua e os solventes de polaridade
crescente hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol saturado em agua, gerando

os extratos sinalizados nas Figuras 10a e 10b.

(a) Extrato etandlico
de 5. concinnus 2008

Partigdo liquido-liguido
H;O:EtOH 2:1

FSCH FSCD FSCA FSCB
(b) Extrato etandlico
de 8. marginatus 2008
Particdo liquido-liquido
H,O:EtOH 9:1
FSMH FSMID FSMA FSMB

Figura 10. Esquemas do fracionamento dos extratos etandlicos de S. concinnus (a) e S. marginatus (b)
preparados em 2008. FSCH: Extrato em hexano de S. concinnus preparadoem 2008. FSCD: Extrato em
diclorometano de S. concinnus preparado em 2008. FSCA: Extrato em acetato de etila de S. concinnus
preparado em 2008. FSCB: Extrato em butanol de S. concinnus preparado em 2008. FSMH: Extrato em
hexano de S. marginatus preparado em 2008. FSMD: Extrato em diclorometanode S. marginatus preparado
em 2008. FSMA: Extrato em acetato de etila de S. marginatus preparado em 2008. FSMB: Extrato em

butanol de S. marginatus preparado em 2008.
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3.2.2. Extratos de S. marginatus e S. concinnus preparados em
2018

O material vegetal coletado foi separado manualmente (Figura 11) e entdo seco em
estufa ventilada (SOLAB SL 100) durante trés dias, a 40 °C. ApoOs a etapa de secagem,
todo o material vegetal foi triturado em moinho de facasdo tipo Wiley (Marconi) e apenas
as folhas, caule e raizes das duas espécies foram extraidos. Do material seco, 646,4 g
de S. marginatus e 598,3 g de S. concinnus foram extraidos com etanol 96 °GL,
utilizando um percolador, por trés semanas (Figura 12). Os extratos etandlicos
resultantes foram entdo concentrados em evaporador rotatério Hei-VAP Core
(Heidolph), identificados, pesados e mantidos refrigerados, a 5 °C. Para o extrato
etandlico de S. marginatus foi obtido um rendimento de 14,6%, resultando em 94,3 g, e

o extrato de S. concinnus, um rendimento de 20,9%, resultando em 125,2 g.

Figura 11. Separagdo manual do material vegetal coletadode S. marginatuse S. concinnus. Fonte: Acervo
pessoal.

Figura 12. Extracdo das partes aéreas de S. concinnus por percolagdo, com etanol comercial (96°GL).
Fonte: Acervo pessoal.

45



O fracionamento inicial do extrato etandlico de ambas as espécies foi realizado pela
metodologia de partigao liquido-liquido (Figura 13), em funil de separacgao, utilizando
40g de cada um dos extratos solubilizados em cerca de 100 mL de uma solugéo
agua:etanol (9:1). Esta suspensdo foi repartida entre os solventes de polaridade
crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol saturado em &gua,
gerando os extratos descritos nas Figuras 14a e 14b. Cerca de 100 mL dos solventes
foram adicionados a solug&o hidro-alcéolica, com repetigao realizada até o esgotamento

visual do solvente.

Figura 13. Parti¢édo liquido-liquido, em funil de separacéo, do extrato etandlico de Struthanthus concinnus.

Fonte: Acervo pessoal.

Os extratos resultantes foram concentrados em evaporador rotatério Hei-VAP Core
(Heidolph), sob pressao reduzida, identificados e armazenados em refrigerador, a 5°C.
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(a) Extrato etandlico
de 5. concinnus 2018
(125,2g)

Partigdo liquido-liquido
402 em H,0:ECOI 9:1

SCH SCD SCA SCB
(9.3g) (0.4g) (4.42) (8.2g)

(b) Extrato etandlico
de 8 marginatus 2018
(24,3g)

Partigdo liquido-liquido
40g em H,O0:E0OH 9:1

SMH SMD SMA SMB
(3.2g) (6.4g) (1,3g) (5.1g)

Figura 14. Esquemas e informagdes de rendimento do fracionamento dos extratos etandlicos de S.
concinnus (a)e S. marginatus (b) preparados em 2018. SCH: Extrato em hexano de S. concinnus preparado
em 2018. SCD: Extrato em diclorometano de S. concinnus preparado em 2018. SCA: Extrato em acetato
de etilade S. concinnus preparadoem 2018. SCB: Extrato em butanol de S. concinnus preparado em 2018.

SMH: Extrato em hexano de S. marginatus preparado em 2018. SMD: Extrato em diclorometano de S.
marginatus preparado em 2018. SMA: Extrato em acetato de etila de S. marginatus preparado em 2018.

SMB: Extrato em butanolde S. marginatus preparado em 2018.

3.3. Ensaios de fibrilagao do horménio amilina frente aos extratos de S.

marginatus e S. concinnus preparados em 2008 e 2018

3.3.1. Preparo das amostras

Solucbes estoque dos extratos e das fracdes ativas foram preparadas nas

concentragdes de 20 mg.mL', em DMSO, e agitados em vortex (Eppendorf) por 1 min.
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Para os ensaios, as solugdes estoquem foram diluidas a uma concentragao-teste de 0,2

mg.mL" em tampao fosfato pH 7,2.
3.3.2. Condigoes e parametros dos ensaios

Para fins de controle, os ensaios delineados nesta sessdao tomaram curcumina
(Sigma-Aldrich) como substancia de comparacgao (Daval et al., 2010; Sparks et al.,
2012).

A amilina humana sintética (Genscript; >95% pureza; estoque em DMSO 100%) foi
incubada a 50 yM em 50 mM Na:HPO4 pH 7.4, com 20 yM ThT, e na presenca dos
extratos e fragdes. A cinética agregacgao foi conduzida em placa de 96 pogos de fundo
preto Costar, coberta por filme transparente (para evitar evaporagéo) e monitorada para
fluorescéncia de ThT com excitagéo ajustada a 440nm e emissao a 485nm. Para os
extratos preparados em 2008 empregou-se o espectrofluorimetro - SpectraMax M5 -
(Molecular Devices) com. Para os extratos de 2018, além das substéancias isoladas por
Leitdo et al. (2013), empregou-se o espectrofluorimetro Synergy H1 (Biotek). Em todos
os experimentos as medidas foram coletadas por leituras a cada 3 minutos, apos 3

segundos de vibragéo linear automatica. Os experimentos foram conduzidos a 25 °C

3.4. Anadlise dos extratos etandlicos, em hexano e em diclorometano por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) de S. marginatus e S.
concinnus de 2008 e 2018

Apds o fracionamento, os extratos em hexano e diclorometano das duas ervas-de-
passarinho (SCH, SCD, SMH, SMD, FSCH, FSCD, FSMH e FSMD) foram submetidos
a CCD, em cromatoplacas de 5cm de altura, de silica gel 60 com suporte de aluminio
(Merck). Os extratos foram solubilizados em placa de toque e aplicados com 0,5cm de
distancia entre si e 1 cm de distancia do fim da placa. As eluicées foram feitas em cubas
de vidro, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila, nas proporcdes 9,5:0,5.
Ao final, as placas foram borrifadas com solugdo aquosa de vanilina a 1%, seguida de
acido sulfurico 30%, e aquecidas em placa de aquecimento (LABTEK) para revelagao.
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3.5. Andlise dos extratos etandlicos e particoes em hexano e
diclorometano por DI-APCI (+)- MS

3.5.1. Preparo de amostra

Para esta analise 10 mg de cada extrato foram solubilizados em 1 mL de metanol. A
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 10.000 RPM em micro-centrifuga Kasvi K14-

1215, e entao diluida em metanol na proporcao 1:3.
3.5.2. Parametros

Os extratos etandlicos e as particdes de ambas as espécies coletadas em 2018 foram
primeiramente analisadas por espectrometria de massas, por infuséo direta, utilizando
a fonte de ionizacdo Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI). Foram
realizados os ensaios em modo positivo (+) e negativo (-) de ionizagdo em um analisador
lonTrap 3D (LCQ Fleet, Thermo Fisher Scientific) acoplado a um cromatégrafo UHPLC
(Dionex, Thermo Fisher Scientific), utilizado para automagdo das injecdes. Neste
sistema, foram utilizadas como fase mével MeOH:H20 acrescida de 0,1% de &cido
férmico para o modo positivo, € 0,1% de NH4OH 1% para o modo negativo com fluxo de
100 pL.min'. Foram injetados 10 yL de cada amostra com tempo de corrida de 5
minutos.

As condi¢bes de fonte para APCI para ambos os modos de ionizagéo foram sheat
gas 30, auxiliary gas 5 e source voltage de 6 kV com descarga corona de 5 pA e com
tube lens de 110V. A temperatura do capilar foi 350 °C e a temperatura da fonte foi 450
°C. Para modo positivo de ionizacdo a faixa medida foi de m/z 50-1000, para modo

negativo de ionizagao a faixa medida foi de m/z 50 a 1200.

3.6. Analise dos extratos preparados em 2008 e 2018 por GC-MS
3.6.1. Preparo de amostra

Aproximadamente 1 mg de cada um dos extratos em hexano e diclorometano de
2008 (FSCH, FSCD, FSMH e FSMD) e de 2018 (SCH, SCD, SMH e SMD) foi diluido
em 1mL de hexano (pureza = 96%) ou diclorometano (pureza = 99,8%), e 200 uL das
solugdes foram transferidas para inserts para inje¢cado. Adicionalmente, para o extrato
SCD, a amostra foi preparada na concentragdo de 5 mg.mL"', nas quais foram
adicionados 300 pL do derivatizante BSTFA (N,O-Bis-(trimetillsilil)trifluoroacetamida)
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seguido de aquecimento por 30 minutos, a 40 °C. Cerca de 200 pL da solugao foram

transferidos para um insert para inje¢gao no equipamento.
3.6.2. Parametros

Os extratos em hexano e diclorometano foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) no sistema QP2010SE Shimadzu, com
injetor automatico AOC20 Shimadzu, equipado com uma coluna Agilent DB-5 (5% fenil-
metilpolisiloxano) (30 m x 0,25 mm x 0,20 ym).

Para a detecgéo, o sistema foi operado com energia de ionizagao de 70eV, utilizando
hélio como gas carreador, num fluxo constante de 1 mL.min" e 1 yL de volume de
injecéo, em split 50:1 para o extrato SCD e 5:1 para os extratos SCH, SMH e SMD. A
temperatura do injetor foi mantida em 270 °C e a da fonte de ions em 260 °C. Ja a
temperatura do forno foi programada para 60 °C (isoterma de 2 minutos), com
incrementos de 10 °C.min" até 290 °C (isoterma de 5 minutos) para o extrato em
diclorometano no S. concinnus, preparado em 2018. A faixa de varredura utilizada foi
de m/z 35 — 500 e o tempo total de corrida foi de 35 minutos. Para os demais extratos,
a programagcao da temperatura foi de 200°C (isoterma de 2 minutos), com incrementos
de 10°C.min™" até 290°C (isoterma de 15 minutos). A faixa de varredura utilizada foi de

m/z 35 — 800 e o tempo total de corrida foi de 35 minutos.

3.7. Processamento e analises dos espectros de massas e graficos de

cinética de agregacgao

Para processamento dos dados resultantes da atividade anti-agregagao de amilina
dos extratos, fragcdes e substancias isoladas, foi utilizado o software Excel (Microsoft)
para compor as planilhas de dados brutos e o software GraphPad Prism 7 para
montagem dos graficos de cinética. Para os espectros de massas, os dados obtidos

foram processados no software XCalibur 2.2 SP1.48 (Thermo Fischer Scientific).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. Ensaios de fibrilagao da amilina humana
41.1. Extratos de S. concinnus e S. marginatus preparados em
2008

Os extratos de S. concinnus e S. marginatus preparados em 2008 foram ensaiados

em 2017, em conjunto com uma biblioteca de extratos, frente a agregacao amiloide da
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amilina humana (Figuras 15 e 16). Apesar de todos os extratos apresentarem
resultados satisfatorios em relagao ao controle (agregagao amilédie de amilina humana
in vitro na auséncia de aditivos), os extratos em hexano e diclorometano de ambas as

especies pareciam ser 0s mais promissores.
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Figura 15. Desempenho dos extratos em hexano (FSMH), diclorometano (FSMD), acetato de etila (FSMA)
e FSMB), preparados em 2008, de S. marginatus, frente a agregacdo amiloide da amilina humana

monitorada portioflavina T.
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Figura 16. Desempenho dos extratos em hexano (FSCH), diclorometano (FSCD), acetato de etila (FSCA)
e FSCB), preparados em 2008, de S. concinnus, frente a agregacéo amiloide da amilina humana monitorada

por tioflavina T.

Os extratos em hexano (FSCH, FSMH) e diclorometano (FSCD e FSMD) foram os
que apresentaram os melhores resultados (Figura 17). Os extratos FSMH, FSMD e
FSCD apresentaram incremento de fluorescéncia de ThT modestos ou nao-detectados,
indicando agregacdo amiloide ndo detectavel quando comparados ao controle. E

possivel verificar para os extratos de S. marginatus (Figura 17a).

51



A Unica excec¢ao foi o extrato em hexano de S. concinnus, para o qual apesar de
também haver um aumento da fase lag em comparagao ao controle, € possivel observar
um posterior incremento da fluorescéncia ao redor de 8h (Figura 17b). Ainda assim, a
curva para este extrato se mantém abaixo da curva do controle. Estes resultados
compreendem o primeiro relato de uma triagem realizada com fins de identificagcéo de

potenciais inibidores da agregagao da amilina utilizando espécies brasileiras.
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Figura 17. Extratos em hexano e diclorometano de S. marginatus (a) e S. concinnus (b), preparados em
2008, frente a agregacao amiloide da amilinahumana. O efeito dos extratos foi monitorado pelos ensaios
de fibrilagdo empregando tioflavina T. FSMH: Extrato em hexano de Struthanthus marginatus. FSCH:
Extrato em hexano de Struthanthus concinnus. FSMD: Extrato em diclorometano de Struthanthus
marginatus. FSCD: Extrato em diclorometano de Struthanthus concinnus.CT: controle (tampé&o fosfato pH
7.4).

4.1.2. Extratos de S. concinnus e S. marginatus de preparados em
2018

Em razdo da limitacdo na quantidade das amostras de 2008, nio seria possivel
realizar a continuagéo das analises através do fracionamento bioguiado. Desta maneira,
julgou-se necessaria a realizacdo de uma nova coleta de material vegetal e a
preparacao de novos extratos. Desta maneira, para verificar se 0 novo material coletado
também apresentaria atividade, novos ensaios foram realizados.

Os resultados para estes ensaios estdo dispostos na Figura 19 (a-d). Nestes e nos
experimentos que se seguiram, os extratos foram comparados ao desempenho da
curcumina baseados em dados da literatura (Daval et al., 2010; Sparks et al., 2012). Em
um teste prévio pra definir a concentragdo a ser utilizada, nos mesmos parametros nos
quais foram realizados o0s ensaios com o material das ervas-de-passarinho, trés
concentragdes foram testadas (Figura 18).
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Figura 18. Efeito de trés diferentes concentrac¢des (1 uM, 10 uM e 50 pyM) de curcumina na agregagéo

amiloide daamilina humana.

Das concentragbes testadas, todas possuem efeito na agregagcdo amiloide do
peptideo. Mesmo na menor concentragao (1 M), nota-se uma diminui¢éo na fase de
elongacdo, com posterior alcance do plateau, em comparagdo ao controle. Ja na
concentracao de 10 uM observa-se um incremento sutil da fluorescéncia apenas apoés
aproximadamente 10h de experimento, enquanto que na concentracao de 50 uM
observa-se um comportamento praticamente constante da leitura de fluorescéncia. Por
esta razao, para fins de controle, foi escolhida esta ultima concentragao da curcumina,
confirmando os resultados observados por Daval et al. (2010), onde a curcumina foi

capaz de inibir a formacéo de fibras amiloides nas concentragdes de 10 a 100 pM.

Na Figura 19 é possivel observar o desempenho dos extratos SMH, SCH, SMD e
SCD frente a agregacao amiloide da amilina, onde a curva para todos eles localiza-se
abaixo da curva do controle, demonstrando que os novos extratos também possuem
efeito neste fendbmeno. De maneira geral, ndo é observado o padrdo sigmoide
caracteristico de agregacao amiloide para nenhum dos extratos, com todas as curvas
permanecendo em niveis baixos de fluorescéncia ao longo das 24 horas de

experimento.
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Figura 19. Efeito dos extratos em hexano e diclorometano de Struthanthus marginatus e Struthanthus
concinnus frente a agregagédo amiloide da amilina humana, monitorado por tioflavina T. A: Extrato em
diclorometano de S. marginatus. B: Extrato em hexano de S. concinnus. C: Extrato em diclorometano de S.

concinnus.D: Extrato em hexano de S. marginatus. CT: controle (tampé&o fosfato pH 7,4).

Os extratos SMH, SCH e SCD possuem desempenhos bastante semelhantes
(Figura 19b e d). Considerando, para este ensaio, que a amilina humana sem
tratamento algum, apresentou uma fase lag de aproximadamente 5 horas de duragéo,
€ possivel observar um grande incremento da fase /ag, para estes dois extratos. Na
presenca do extrato SMH (Figura 19d) a fase /ag da amilina possui 0 maior incremento,
fazendo com que alcancasse mais que o dobro de sua duragdo. Apesar de haver para
SMH, SCH e SCD um aumento na fluorescéncia, ha uma rapida estabilizagdo que durou
até o fim das 24h de experimento. A fase de elongagao também se apresenta bastante

reduzida, seguida do alcance do plateau.

O extrato em diclorometano de S. concinnus foi considerado o mais ativo (Figura
19c), em razdo do comportamento praticamente constante da curva de cinética. E
possivel observar também para este extrato um aumento da duragéo da fase lag para
aproximadamente o dobro, seguido de um sutil incremento da fluorescéncia em

aproximadamente 10h. H4, no entanto, uma rapida estabilizacao.

O extrato em diclorometano de S. marginatus € o menos ativo, quando comparado
aos demais (Figura 19a). Nota-se que, apenas para este extrato, ocorre um

encurtamento da fase lag quando comparado ao contole, o que resulta no adiantamento
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da fase de elongagédo, a qual seguem-se dois incrementos de fluorescéncia antes de

alcangar o plateau.

Registros na literatura demonstram que muitas espécies sao indicadas e utilizados
no tratamento de DMT2, revelando como esta abordagem se torna importante para a
medicina moderna e o desenvolvimento de terapias alternativas (Moradi et al., 2018).
Espécies como o meldo de Sao Caetano (Momordica charantia L.) e a pata-de-vaca
branca (Bauhinia forficata Link) sdo conhecidas popularmente como eficazes no
tratamento desta doenga (Alam et al., 2015). Na familia Loranthaceae ha o registro de
algumas espécies utilizadas no tratamento de diabetes, como Loranthus curviflorus
Benth, no Oriente Médio; L. micranthus Hook, f., na Nova Zelandia e na Nigéria;
Psittacanthus calyculatus G. Don, na América Central; Tapinanthus dodoneifolius (DC)
Danser and Globimetula cupulata (DC) Van Tieghem, na medicina tradicional Nigeriana
(Marles & Farnsworth, 1995; Osadebe et al., 2004; Ojewole & Adewole, 2007), ndo

sendo encontrados, no entanto, registros das espécies do género Struthanthus.

Uma vez que os agregados de amilina estdo relacionados com a morte celular em
pacientes de DMT2 (Fernandez, 2014) e existem relatos de representantes da familia
Loranthaceae na medicina tradicional no tratamento de diabetes, é importante avaliar
de maneira mais criteriosa as agdes observadas, uma vez que possam existir
substancias ou classes de substancias na familia que sejam comuns entre os géneros
e possam atuar nestes sistemas biolégicos. Sendo assim, seria possivel obter uma nova
indicacao para as ervas-de-passarinho do género Struthanthus através da abordagem

randdémica.

Trés triagens de extratos vegetais frente a agregagcéo amiloide da amilina humana
sdo encontrados na literatura (Kao et al., 2015; Sharoyan et al., 2015; Fuentes et al.,
2016). Kao et al. (2015) e Fuentes et al. (2015) demostraram a atividade de extratos em
acetato de etila de espécies comumente consumidas nos Estados Unidos, como frutas
ou condimentos. A extragdo com acetato de etila gera extratos com grande
concentracdo de substancias mais polares, como flavonoides e demais substancias
fendlicas, substancias que protagonizam as investigagdes na agregacao amiloide de
proteinas em geral. Em todas as investigagbes citadas, os extratos também foram
monitorados através de ensaios utilizando o ThT, mas nenhum deles demonstra o
comportamento da proteina em ao longo da cinética de agregagéo amiloide. Um outro
ponto em comum destes trabalhos, entretanto, € a auséncia de caracterizagc&o quimica

dos extratos que exibem atividade promissora.
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Devido a sua natureza polar, as substancias presentes em extratos em acetato de
etila, ndo sdo extraidas por solventes como hexano e diclorometano (Gregorova et al.,
2010; Ashour et al., 2019). Por esta razdo, embora estas classes de substancias tenham
sido confirmadas na familia Loranthaceae e até mesmo no género Struthanthus, a
hipétese é de que a atividade observada nao seja atribuida a elas em razéo dos extratos
que demonstraram atividade serem preparados com solventes de polaridade menor. A
atividade apresentada por outras classes quimicas que nao substancias fendlicas, como
as saponinas e os alcaloides (Ma et al., 2020) evidencia, no entanto, que outras
abordagens devem ser investigadas, principalmente frente a IAPP que possui poucos
registros na literatura. Além disso, motivatambém a continuagéo dos estudos acercada
atividade apresentada pelos extratos em hexano e diclorometano de ervas-de-

passarinho brasileiras.

Ao comparar estes resultados com o desempenho dos extratos de 2008 (FSCH,
FSCD, FSMH e FSMD), observa-se que apenas os extratos SMH e SCD mantiveram
padrées semelhantes aos seus equivalentes anteriores, FSMH e FSCD,
respectivamente. SCD permanece, inclusive, como o extrato mais ativo dentre os
testados. Nos extratos em diclorometano de S. marginatus e nos extratos em hexano

de S. concinnus, nota-se uma alteragao na atividade observada.

Estudos demonstram que variagdes no perfil quimico podem existir de espécies de
erva-de-passarinho de acordo com o hospedeiro e que estas variagdes podem acarretar
em diferencas observadas no padrao de atividade. Os extratos de Loranthus micranthus
(Linn.) de 5 diferentes hospedeiros, por exemplo, foram ensaiados quanto a sua
atividade antidiabética e apresentaram diferencas entre si (Osadebe et al., 2004). Nas
proprias folhas de S. marginatus, houve diferenca, ainda que sutil, das substancias
encontradas em individuos que parasitavam Morus rubra € Dombeya wallichii,
detectadas através de GC-MS (Siqueira et al., 2016). Desta forma, uma das razdes
pelas quais observa-se uma diferenca na atividade dos extratos FSCH e SCH, e nos
extratos FSMD e SMD, pode ter relagdo com os hospedeiros distintos das plantas em
questdo, gerando mudangas no perfil de substancias das espécies. Desta maneira,
todos os extratos tiveram seus perfis quimicos comparados para verificar padroes de
semelhanga entre os anos de 2008 e 2018 que pudessem justificar a atividade

farmacoldgica observada.
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4.1.3. Substincias isoladas dos extratos em hexano de S.

marginatus e S. concinnus preparados em 2008

Em 2013, Leitdo et al. publicaram um estudo realizando a caracterizagdo de
terpenoides inéditos na ocasido para Struthanthus marginatus e Struthanthus
concinnus. Ao todo foram identificas 13 substancias, dispostas em 7 fracdes, como
exposto no Quadro 2. Em razéo dos resultados observados para os extratos das ervas-
de-passarinho, estas substancias e fragdes foram testadas a fim de verificar a sua
possivel agao anti-agregatoria.

Quadro 2. Substancias, isoladas e em mistura, identificadas nos extratos de hexano de S. marginatuse S.
concinnus por Leitdo et al., 2013.

Cadigo Identificacao Substancias identificadas
fitol
sc-15 | Fracédo 15 do extrato em taraxasterol
hexano de S. concinnus B-amirina
a-amirenona
24-metilenocicloartanol
SC-16 | Fracdo 16 do extrato em
hexano de S. concinnus taraxerol
SC-17 | Fragcédo 17 do extrato em obtusifoliol
hexano de S. concinnus
SC-18 | Fragdo 18 do extrato em y-sitosterol
hexano de S. concinnus 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona
SM-7 Fracdo 7 do extrato em 6,10,14-trimetil-2-
hexano de S. marginatus pentadecanona
fitol
lupeol
2| hexano de S marginatus sitostero
-marg estigmasterol
SM-13 | Fracdo 13 do extrato em 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-
hexano de S. marginatus 3B,7B,15a-triol

Nenhuma das substancias isoladas, nem mesmo as misturas testadas refletiram a

atividade demonstrada pelos extratos, indicando que estas amostras podem nao
corresponder as substancias responsaveis pela atividade ou, pelo menos nao
isoladamente (Figura 20).
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Figura 20. Efeito das fragdes em mistura e de substanciasisoladas porLeitdo etal.(2013) nos extratos em
hexano de S. marginatus (a)e S. concinnus (b), frente a agregagdoamiloide da amilinahumana, monitorado
pelo ensaio de fluorescéncia datioflavina T. SM-13: fracdo 13 do extrato em hexano de S. marginatus. SM-
9: fragdo 9 do extrato em hexano de S. marginatus. SM-7: fragdo 7 do extrato em hexano de S. marginatus.
SC-17: fragao 17 do extrato em hexano de S. concinnus. SC-15: fragao 15 do extrato em hexano de S.
concinnus.SC-18:fragdo 18 do extrato em hexano de S. concinnus. SC-16:fragado 16 do extrato em hexano

de S. concinnus. CT: controle (tamp&o fosfato pH 7,4).

No entanto, a fragdo SM-13, que corresponde ao 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-
3B,7B,15a-triol (Figura 21), apresenta um desempenho considerado interessante. Para
esta substancia, é possivel observar um ligeiro aumento na duragédo da fase /ag,
fazendo-a ultrapassar as 5h, além de também reduzir a duragéo da fase de elongagao
(Figura 20a). O aumento da fase /ag e a diminuicdo da fase de elongagao observados
podem estar relacionados ndo com a inibicdo da agregagéo, mas a lentificagdo da

nucleagéo e do alongamento das fibras, respectivamente (Pithadia et al., 2016).
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Figura 21. Estrutura quimica do 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-33,73,15a-triol.

O 3-O-n-acil-lup-20(29)-en-33,7B3,15a-triol € representante de uma classe de
substancias consideradas raras na natureza (Leitdo et al, 2013). Na familia
Loranthaceae, essa substancia foi isolada anteriormente apenas em Hyphear tanakae

(Franch. & Sav.)Hosok., uma espécie japonesa de visco. Umavez que os ensaios foram
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realizados utilizando apenas uma concentracao, acredita-se que, em concentracdes
maiores, seja possivel observar um desempenho melhor para esta substancia, como
demonstrado por Wu et al. (2017) ao ensaiar diversas concentragcbes de um

componente do azeite de oliva, a oleuropeina.

O desempenho das fragdes e substancias de S. concinnus foi mais baixo, comparado
ao de S. marginatus. Observa-se para todas elas as fragdes testadas um perfil bastante
semelhante, com grande incremento da fluorescéncia até as horas iniciais de
experimento, seguido de uma estabilizacdo (Figura 20b). Para o obtusifoliol, SC-17
(Figura 22), e a mistura de y-sitosterol (Figura 23) e 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
(Figura 24), fragao SC-18, a estabilizacdo da curva é alcangada primeiro do que para
as demais fragdes testadas, o0 que pode estar relacionado ao mecanismo de agao das
substancias em questdo. Como nado é observada uma fase lag, sugere-se que as
fragdes estejam atuando como um acelerador da formagao de agregados, favorecendo

a sua nucleagao, sejam eles oligbmeros ou de natureza fibrilar.

TR

HO

H

Figura 22. Estrutura quimica do obtusifoliol.
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Figura 23. Estrutura quimica do y-sitosterol.

M
Figura 24. Estrutura quimicada 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona.

Diversas substancias de origem natural ja foram ensaiadas quanto a sua atividade
anti-agregacdo amiloide em diversos alvos. Observa-se uma grande participagao de
substancias fendlicas nestas abordagens, como a apigenina, miricetina, quercitina e o
kaempferol, substédncias comuns e ja muito descritas em diversas espécies. Os
mecanismos de acdo observados variam entre a prevengdo de mudangas
conformacionais, estabilizacdo e/ou formagao de agregados nao téxicos, inibicdo da
fibrinogénese, aceleragao da polimerizagdo completa e até mesmo a desagregacéo de

agregados pré-formados (Dhouafli et al., 2018).

Para a amilina humana, ja foram ensaiadas muitas substancias de origem vegetal,
também com maior registro de substancias fendlicas, segundo os registros da literatura,
por serem moléculas menores e que apresentam as mais variadas interacbes em
sistemas biolégicos (Pithadia et al., 2016). Em razdo da sua maior polaridade, a
presenca destas substancias e seus similares em extratos em hexano em diclorometano
€ muito limitada, pelo menos tratando-se de substancias maijoritarias. Este fato pode ser
interpretado como uma possivel nova abordagem na prospecc¢ao de substancias com
potencial de inibicdo da agregacdo amiloide, a qual investiga substancias de média a
baixa polaridade. Como evidenciado ndo s pelos resultados provenientes da triagem
da extratoteca (dados ndao mostrados) como pelos resultados apresentados pelos
extratos das ervas-de-passarinho, o desempenho principalmente dos extratos SCH,

SCD e SMH demonstram ser muito promissores.
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Das substancias que ndo se enquadram nas categorias de polifendis e ja foram
ensaiados na agregacao amiloide de proteinas, encontram-se os alcaloides, como a
cafeina, a berberina, a betaina, a nicotina, a tetrametillpirazina, a tabersonina, a
tetrandrina e a galantamina (He et al., 2011; Chu et al., 2012; Liu et al., 2014; Kai et al.,
2015; Wang et al., 2018; Cai et al., 2018; Janitschke et al., 2019; Ren et al., 2019; Cai
et al., 2019; Lin et al., 2020; Ma et al., 2020).

A maioria das substancias supracitadas foram testadas quanto a capacidade de
inibicdo da agregacdo de peptideo beta-amildide (Ma et al, 2020), envolvido na
patofisiologia de doenga de Alzheimer (Alzheimer’s disease). Dentre estes, apenas a
cafeina foi ensaiada quanto a sua atividade frente a capacidade de inibicdo de
agregacao de amilina humana, inibindo a formagé&o dos agregados (Cheng et al., 2011).
Saponinas também sao descritas, principalmente aquelas isoladas do género Panax,
como os ginsenosideos, frente ao beta-amiloide e a a-sinucleina (Ardah et al., 2015;
Han et al., 2019; Yang et al., 2019; Ma et al., 2020). Nenhuma saponina, no entanto, foi

descrita com atividade na agregagao amiloide da amilina humana.

Outra evidéncia a favor de substincias de maior massa molecular, como
triterpenoides, que podem atuar de maneira efetiva no processo de agregagéo da
amilina humana é a azadiractina (Figura 25). Este limonoide, isolado de Azadirachta
indica A. Juss, conhecida popularmente como nim, possui atividade descrita como
inseticida (Luntz & Nisbet, 2000) além de apresentar atividade antidiabética em modelos
in vivo (Dubey et al., 2019). Esta substancia foi capaz de inibir a formagéao de fibras
amiloides da amilina, além de atuar na desagregacéo de fibras pré-formadas e, em
modelos de cultura de células, protegé-las da citotoxicidade induzida pelos agregados
de IAPP (Dubey et al., 2019).
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Figura 25. Estrutura da azadiractina.

4.2. Comparacao dos extratos etandlicos, em hexano e em
diclorometano de S. marginatus e S. concinnus preparados em 2008 e
2018

O perfil cromatografico dos extratos em CCD foi o primeiro indicio da semelhanga
grande entra as duas espécies (Figura 26). Quando comparadas pelos anos diferentes
de preparo dos extratos, também é possivel observar um perfil bastante semelhante.
Nos extratos produzidos em 2018, observa-se uma grande semelhanga entre os
extratos em hexano e diclorometano de S. marginatus (MH e MD). Para os extratos do

mesmo ano, no entanto de S. concinnus (CHe CD), esta semelhancga nao foi observada.

Visualmente, considerando as diferentes extracdes, em 2008 e 2018, para os
extratos em hexano de S. concinnus (SCH e FSCH) e de S. marginatus (MH e FMH),
nota-se um perfil no qual as principais bandas se repetem inclusive em intensidades de
cor semelhantes. O gradiente de bandas de coloragéo roxa gerado apds a revelagéo
com solugdes de vanilina e acido sulfurico sugerem a presenca de esterois, acidos
graxos e terpenoides, classes quimicas ja antes relatadas no género e esperadas nos

extratos preparados, uma vez considerados os solventes extratores.
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Hexano: Acetato de Etila 95:5

- — T

SMH SMD SCH SCD FSMH FSMD FSCH FSCD

Figura 26. Perfil quimico dos extratos em hexano e diclorometano preparados em 2008 e 2018, das
espécies Struthanthus marginatus e S. concinnus por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). SMH:
Extrato em hexano de S. marginatus, preparado em 2018. SMD: Extrato em diclorometano de S.
marginatus, preparado em 2018. SCH: Extrato em hexano de S. concinnus, preparado em 2008. SCD:
Extrato em diclorometano de S. concinnus, preparado em 2018. FSMH: Extrato em hexano de S.
marginatus, preparado em 2008. FSMD: Extrato em diclorometano de S. marginatus, preparado em 2008.
FSCH: Extrato em hexano de S. concinnus, preparado em 2008. FSCD: Extrato em diclorometano de S.

concinnus, preparado em 2008. Eluigdo: Hexano:Acetato de Etila, na propor¢do 9,5:0,5.

Duas excecbes se destacam: os extratos em diclorometano de S. concinnus
preparado em 2018 (CD), e o extrato também em diclorometano de S. marginatus
preparado em 2008 (FMD). Estes extratos apresentaram rendimento muito abaixo dos
demais e a composi¢cdo que também parece se diferenciar. A origem de aplicagéo
concentra as amostras por completo, ndo sendo possivel visualizar a eluicdo das
mesmas nos solventes utilizados na eluicdo. Observadas sob luz ultravioleta (365nm),
nota-se no extrato em diclorometano de 2018 (SCD), duas bandas bastante
pronunciadas de fluorescéncia azul e violeta, sendo as demais bandas de coloragdo
vermelha, como no extrato em diclorometano de S. marginatus (2008) (dados nao
mostrados).

63



4.3. Comparacao do perfil quimico dos extratos etandlicos, em hexano

e em diclorometano preparados em 2008 e 2018 por DI-APCI(%)-MS

Diante da confirmagao do bom desempenho dos extratos nos ensaios de fibrilagdo
da amilina, julgou-se necessaria que uma analise quimica preliminar comparativa entre
os extratos de 2008 e 2018 fosse realizada, para um maior conhecimento das amostras
e também para incremento dos dados acerca das ervas-de-passarinho. Além disso, a
comparagao visava verificar as semelhangas e diferengas entre os extratos,
considerando as diferentes épocas de coleta, os hospedeiros e o local de coleta. Estas
analises foram realizadas com base nos ions mais intensos extraidos dos espectros

totais.

Para Struthanthus, a maioria dos estudos de composigao quimica foi realizado por
cromatografiagasosa (Cordero et al., 2003; Freire et al., 2011; Cunha et al., 2012; Leitao
etal., 2013; Siqueira et al., 2016 Marques et al., 2017), sendo menos frequentes aqueles
relacionados ao perfil das espécies por técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica
como ESI e APCI. Sendo assim, as analises foram realizadas com fonte de ionizagcao
por APCI, nos modos de ionizagédo positivo e negativo que abrangem uma margem
maior de deteccdo. A fonte de ionizagao por APCI foi escolhida uma vez que contempla
a maior parte das substancias, favorecendo a melhor ionizagédo de substéncias de

natureza menos polar (Garcia-Ac et al., 2011; Lee et al., 2015)

Comparativamente, nos extratos etandlicos de S. marginatus (Figura 27), observa-
se uma grande semelhanga entre os perfis quimicos, tanto em modo positivo quanto em
modo negativo por APCI considerando que a extragdo das amostras de 2018 foram
realizadas 10 anos depois, 0 que pode indicar uma boa estabilidade desses extratos.
Em modo positivo (Figura 27a e 27b), é possivel notar a grande semelhanga dos
extratos na regido de m/z 500 a 600, além da presenca, nos dois extratos, de
ionscomuns, como m/z 593, 621 e 696. J& em modo negativo (Figura 27c e 27d),
também é possivel observar a repeticdo de alguns ions entre os extratos de 2008 e
2018, como mv/z 431, 563, 695, 709. Na regido de m/z 500 — 900 os extratos também
guardam grande semelhancga tanto nos ions apresentados, como em sua abundancia

relativa.
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Figura 27. Espectro de ions totais dos extratos etandlicos de S. marginatus preparados em 2008 e em

2018, por infuséo direta em APCI, nos modos de ionizag&o positivo (a e b) e negativo (c e d).

No geral, em S. concinnus, em APCI positivo, os perfis quimicos dos extratos também

sd0 muito semelhantes (Figura 28a e 28b). E possivel observar a variagdo da maioria

dos ions entre cerca de m/z 90 a 700. Nota-se a repeticdo de ions bastante
representativos m/z 397, 409, 423, 621 e 696. Em modo negativo (Figura 28c e 28d), é
possivel observar a grande diferenga entre os perfis dos extratos etandlicos, entre os

anos distintos. Embora seja possivel verificar ions que se repetem (m/z 620 e 634), a

quantidade de ions € superior no extrato de 2018 e também é possivel observar, neste

extrato, que sdo evidenciados tanto ions de n/z superior a 800, quanto inferior a m/z

400. O extrato de 2008, por sua vez, concentra os ions entre m/z 400 a 750.
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Figura 28. Espectro de ions totais dos extratos etandlicos de S. concinnus preparadosem 2008 e em 2018,

por infuséo direta em APCI, nos modos de ionizagéo positivo (a e b) e negativo (c e d).

Quando comparados através de um Diagrama de Venn, os extratos etandlicos
preparados em 2008 e 2018, das duas espécies, geraram as Tabelas 2 e 3. Entre as
duas espécies, os extratos de S. marginatus (FSM e SM) em APCI (-) possuem a maior
semelhanca entre os ions (66%) do que os extratos de S. concinnus (28%), como péde
ser observado visualmente pelo fingerprint dos extratos. O mesmo é observado para
APCI (+), no qual os extratos de S. marginatus sdo mais semelhantes (60%) entre os

diferentes anos de coleta, do que os extratos de S. concinnus (46%).
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Tabela 2. Comparativo dos ions encontrados por APCI (-) nos diferentes extratos

marginatuse S. concinnus entre os anos de 2008 e 2018.

etandlicos de S.

Identificagao

ions comuns

APCI () Total lons (m/z) Total comum (m/z)
576; 712; 592; 651;
FSC 13 (47%) 650; 633; 622; 886; 634: 870: 620:
636; 653; 619; 637, 8 (28%) 431; 621; 635;
748 431
831; 871; 884, 251;
0 ; ; ; ;
sC 7(25%) 673; 461; 593
887; 638; 650; 651; 621; 620; 593;
0 ’ ’ b k H b ’
FSM 6 (16%) 448; 652 565; 696; 637;
580; 709; 870;
710; 8720; 622;
2 0, ’ b b
SM 7 (18% 635; 885; 884; 634; 5 (66%) 447; 871; 578;
(18%) 607; 619; 886 594; 579; 695;
564; 636; 563;
577; 431; 432

Tabela 3. Comparativo dos ions encontrados por APCI (+)
marginatuse S. concinnus entre os anosde 2008 e 2018.

nos diferentes extratos etandlicos de S.

Identificagao

ions comuns

APCI (+) Total lons (m/z) Total comum (m/z)
620; 565; 638,
037; 009 589 621; 593; 407;
536; 535; 639 999, 491,
0 b b b - - -
ot
SFsC 425, 2?;; 681; 22 (46%) 534; 622; 871;
T 623; 423; 697;
o1 o9, 013, 594; 636; 577;
0 > 999; 613, 409; 411; 624
10 (21%) 397; 615; 874;
sc 574
887; 638; 637, 621; 680; 679,
609; 536; 697; 593; 407; 696;
14 (30%) 613; 535; 610; 433; 410; 595;
639; 564; 563; 661; 662; 424;
FSM 651; 652 28 (60%) 872; 622: 664;
871; 623; 423;
682; 635; 636; 594; 665; 663;
0 b b b
5 (10%) 874; 624 426; 425, 406;
SM 408; 409; 405;

Os perfis dos extratos ativos frente a agregagao amiloide da amilina humana estao

expostos nas Figuras 29 a 32. Para S. marginatus, € possivel observar que tanto em

modo positivo (Figura 29a e 29b), quanto em modo negativo (Figura 29¢ e 29d), que o

extrato em hexano de 2008 concentra o maior nimero de ions. Nota-se também a

repeticdo dos ions m/z 621, 663 e 871 entre os extratos de anos distintos em modo
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positivo, enquanto que o perfil dos extratos em modo negativo aparenta ser bastante

diferente. Nos extratos em diclorometano desta espécie, em modo positivo (Figura 30a

e 30b), existe uma concentragao dos ions entre m/z 500 a 700, fazendo com que o perfil

de ions seja semelhante entre os extratos, sendo possivel notar também sutis diferengas

na abundancia relativa dos sinais. Quanto ao modo negativo (Figura 30c e 30d), assim

como os extratos em hexano, os extratos em diclorometano possuem perfil quimico

diferentes entre si. O extrato em 2008 possui maior nimero e de ions.
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2018, por infusao direta em APCI, nos modos de ionizagao positivo (a e b) e negativo (c e d).
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Figura 30. Espectro de ions totais dos extratos em diclorometano de S. marginatus preparadosem 2008 e
em 2018, por infusdo diretaem APCI, nos modos de ionizagdo positivo (a € b) e negativo (c e d).

Assim como observado para S. marginatus, o perfil quimico dos extratos em hexano
e diclorometano, em anos distintos, de S. concinnus possuem perfil semelhante em
APCI positivo (Figura 31a e 31b) e perfil distinto em modo negativo (Figura 31c e 31d).
Nos extratos em hexano, em modo positivo, é possivel notar a repeticao de 4 ions, n/z
409, 423, 621 e 871. Ja no modo negativo, os extratos se apresentam com os perfis
quimicos muito distintos entre si. Os extratos em diclorometano de S. concinnus s&o os
que concentram o maior numero de diferencas (Figura 32). Seja em modo positivo
(Figura 32a e 32b) ou em modo negativo (Figura 32c e 32d) os extratos de 2008 ndo
s6 concentram uma maior quantidade de ions quando comparados aos extratos de
2018, como também apresentam um perfil de distribuicdo destes ions bastante
diferente.
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Figura 32. Espectro de ions totais dos extratos em diclorometanode S. concinnus preparados em 2008 e
em 2018, por infusdo diretaem APCI, nos modos de ionizagéo positivo (a e b) e negativo (c e d).

Os extratos ativos frente a agregagcéo da amilina (hexano e diclorometano) em APCI
positivo e negativo também foram comparados através de um diagrama de Venn,
baseado nos 200 ions mais abundantes, gerando a Tabela 4, para APCI(-) e a Tabela
5, para APCI (+). Os extratos FSCD e SCD sédo os mais semelhantes entre si (49%),
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seguidos pelos extratos FSCH e SCH, com 31%, e pelos extratos em hexano (FSMH e
SMH) e diclorometano (FSMD e SMD), com 22% de ions comuns.

Tabela 4. Comparativo dos ions encontrados por APCI (-) nos extratos em hexano e diclorometanode S.
marginatuse S. concinnus entre os anos de 2008 e 2018.

Identificagcao " lons comuns
APCI (- Total lons (m/z) Total comum (m/z)
831; 720; 793; 255;
713; 749; 746; 922;
FSCH 18 (40%) 722; 719; 721; 747; 621; 620; 638;
712; 748; 750; 745; 635; 637; 654;
832; 792 14 (31%) 674; 669; 670;
673; 887; 696; 870; 653; 636; 651;
872; 622; 871; 623; 652
SCH 13 (29%) | 634; 671: 695; 619;
886
743; 831; 720; 793;
255; 713; 749; 746;
744; 722; 671; 719;
0 b b 3 3
FSMH 22 02%) | 721; e69; 747; 712; 620; 887: 696:
651; 748; 750; 745; o 870; 872; 871,
832; 792 9 (22%) 695; 636; 886
621; 593; 635; 637,
622; 623; 634; 594;
SMH 11 (26%) 431; 619; 432
793; 255; 922; 671; 743; 673; 831;
0 b b 3 3 b b b
FSCD 7 (18%) 950; 750; 792 720; 713; 749;
621; 593; 635; 696; 19 (49%) 7465 7445 7225
scD 13 (33%) 637; 193; 674; 650; 719; 669; 670;
? 622; 634; 594; 636; 74T; 712; 748;
432 431; 745; 832
620; 638; 637; 654;
FSMD 10 (31%) 623; 669; 653; 651;
652; 619 621; 593; 635;
831; 696; 713; 722; 7 (22%) 650; 622; 594;
634; 721; 695; 747; 636
SMD 15 (47%) 712; 748; 431; 745;
832; 432

Em APCI positivo (Tabela 5), os extratos demonstram propor¢ao de ions comuns
maiores do que em APCI negativo. Os extratos mais semelhantes entre si sdo FSMH e
SMH, com 65% de ions compartilhados. Em seguida, notam-se os extratos FSCD e
SCD, com 54% de semelhanga, e por ultimo os extratos FSMD e SMD, com 48%, e os
extratos FSCH e SCH, com 38%.
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Tabela 5. Comparativo dos ions encontrados por APCI (+) nos diferentes extratos etandlicos, em hexano

e em diclorometano de S. marginatuse S. concinnus entre os anosde 2008 e 2018.

Identificagao Total ions (m/z) Total comum lons comuns
APCI (-) (m/z)
593; 654; 609;
589; 611; 697,
16 (33%) 607f 61Oj 639f 621; 620; 887;
683; 663; 653; 638 682 635:
651; 681; 652; j j j
FSCH 619 18 (38%) 696; 637; 872;
407; 410; 424; 622; 888; 871;
423; 613: 307 623; 594, 636;
14 (29%) 564; 563; 425; 873; 624
408; 874; 411;
SCH 409; 405
638; 534; 888; 621; 680; 679;
4 (10%) 697 887; 407; 682;
FSMH 696; 661; 662;
424; 872; 622;
565; 635; 410; 26 (65%) 664; 871; 623;
589; 594; 564, 423; 665; 663;
10 (25%) 426; 636; 563; 873; 425; 406;
624 681; 408; 409;
SMH 405
407; 410; 424;
e
13 (26%) 22; 222 g?g 696; 637; 576;
o2z, 536 02
0 ; ; ;
FSCD : - : 27 (54%) 611; 697; 516;
e
10 (20%) 564i 636j 563j 535; 610; 577,
’ ’ ’ 624; 574
681
SCD
620; 887 639, 621; 593; 638;
6 (13%) 651; 652; 619; j j j
ESMD 635j 696j 637i
407; 682; 575, 654; 609; 595,
576; 517; 534; 872; 622, 5%,
614; 664; 536; 23 (48%) 871; 623; 594;
19 (39%) 697; 613; 578; 2(5);73 ggi 2(132
516; 665; 683; 624
615; 636; 577;
SMD 574
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4.4, Perfil Quimico dos extratos em hexano e diclorometano de S.

marginatus e S. concinnus preparados em 2008 e 2018 por GC-MS

Os extratos preparados em 2008 (FSMH,FSMD,FSCHe FSCD)e 2018 (SMH, SMD,
SCH e SCD) foram analisados por GC-MS, uma técnica tipicamente utilizada na
pesquisa em produtos naturais para a deteccdo de substancias de baixa polaridade
(David et al., 2013).

Quanto ao perfil por Cromatografia Gasosa, os extratos em hexano de S. marginatus
preparados em anos distintos apresentam um perfil bastante semelhante (Figura 33a).
Com excegao da regido entre 10 e 12 min, a diferenga entre os cromatogramas parece
relacionar-se apenas a abundancia da substancia em questdo. Os cromatogramas dos
extratos em diclorometano desta espécie (Figura 33b), também guardam semelhancgas,
embora neste caso seja mais pronunciada a diferenca entre as abundancias relativas
dos sinais, principalmente na area de 20 a 22 min. E também possivel observar uma
diferenga naregido até 7 min, que esta presente no extrato de 2018 e ausente no extrato
de 2008.
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Figura 33. Comparagédo dos cromatogramas de ions totais em GC-MS dos extratos em hexano e

diclorometano, de Struthanthus concinnus, preparados em 2008 e 2018. (a) Extratos em hexano de S.
marginatus. (b) Extratos em diclorometano de S. marginatus.

Ja para os extratos de S. concinnus (Figura 34), as diferengas entre os extratos sdo
maiores. Os extratos em hexano e diclorometano de 2008, comoja observado pelo perfil
em CCD, sao bastante semelhantes entre si. Quando comparados aos extratos de 2018,
no entanto, apresentam consideraveis diferengas. Os extratos em hexano (Figura 34a)

parecem apresentar diferencas maiores em abundancia das substancias, além de ser
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possivel observar que o extrato de 2008 parece ser mais rico quando comparado ao de
2018. Quanto aos extratos em diclorometano (Figura 34b), observa-se que n&o houve
deteccao de substancias pelo método utilizado no extrato de 2018, fazendo com que
seja muito o mais distinto de todos os extratos em seu perfil de substancias organicas

volateis.
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Figura 34. Comparagédo dos cromatogramas de ions totais em GC-MS dos extratos em hexano e
diclorometano, de Struthanthus marginatus, preparados em 2008 e 2018. (a) Extratos em hexano de S.

concinnus. (b) Extratos em diclorometano de S. concinnus.
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Dos 65 picos integrados em todos os extratos analisados, com excegao do extrato
em diclorometano de 2018 de S. concinnus, 33 puderam ser putativamente anotados
considerando a sua similaridade espectral igual ou superior a 90%, quando comparada
a uma base de dados (Figuras 35 a 39). Dentre as substancias anotadas, estdo
presentes representantes de classe como ésteres de &cidos graxos, alcanos e
terpenoides (Quadro 3). O fitol, por exemplo, identificado por Leitdo et al. (2013) em
fragdes dos extratos em hexano das duas espécies, pdde ser também encontrado nos
extratos em hexano de S. marginatus e S. concinnus preparados em 2018 e no extrato
em diclorometano de S. marginatus do mesmo ano. Além disso, das substancias
propostas, algumas (ou semelhantes) estdo descritas também para o género,
confirmando os dados fornecidos pela literatura (Freire et al., 2011; Cunha et al., 2012;
Siqueira et al., 2016). No entanto, ndo sdo encontrados registros da atividade destas
substancias frente a agregagcao amiloide da amilina.

Quadro 3. Presenca das substancias anotadas por GC-MS nos extratos em hexano e diclorometano,

preparados em 2008 e 2018, das ervas-de-passarinho Struthanthus marginatus e Struthanthus concinnus.

Substancia
anotada FSMH | FSMD | FSCH | FSCD | SMH | SMD | SCH | SCD

palmitato de etila X X X X X X
fitol X X X
B-amirona X X
linolenato de etila

X | X[ X[ X
X | X[ X[ X

tetratriacontano

heneicosano X

pentacosano X

esqualeno
cicloartenol
3B-24-

metilenocicloartan-
3-ol

X| X[ X] X

glicerol
acido succinico

acido malico

X | X[ X[ X

acido alfalinolénico

glicose

acido palmitico

obtusilfoliol X
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Nos extratos em hexano de S. marginatus, considerando os dois anos distintos
(Figuras 35 e 36), foram anotados o palmitato de etila, o fitol e a f-amirona. Apenas no
extrato preparado em 2018 foram também anotados o linolenato de etila e o
tetratriacontano. Ja o heneicosano foi anotado apenas no extrato de 2008, também ja
identificado em S. syringifolius (Cunha et al., 2012). Nesta mesma espécie foi
identificado o palmitato de metila, que assim como o palmitato de etila, sdo ésteres do
acido palmitico, um &cido graxo com atividade anti-inflamatéria, muito comum em

plantas superiores (Saeed et al., 2012; Zhukov, 2015).
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Figura 35. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em
hexano de Struthanthus marginatus, preparado em 2018. Cromatograma de ions totais por GC-MS. (l)
palmitato de etila, com score de (95%). (ll) fitol, com score de 92%. (lll) linolenato de etila, com score de

90%. (IV) tetratriacontano, com score de 94%. (V) B-amirona, com score de 91%.
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Figura 36. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em

hexano de Struthanthus marginatus, preparado em 2008. Cromatograma de ions totais por GC-MS. ()

palmitato de etila, com score de (93%). (ll) fitol, com score de 97%. (lll) heneicosano,com score de 94%.

(IV) B-amirona, com score de 90%.

Para a mesmaespécie, nos extratos em diclorometano (Figura 37 e 38), dos 17 picos
integrados no total, 6 foram anotados com similaridade espectral superior a 90%. No
extrato de 2018 (Figura 37) foram anotados o palmitato de etila (95%), o fitol (96%), o
linolenato de etila (92%), o tetratriacontano (94%) e a B-amirona (91%). No extrato de

2008 (Figura 38), apenas o hidrocarboneto pentacosano foi anotado com similaridade

espectral superior a 90% (97%).
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Figura 38. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em
diclorometano de Struthanthus marginatus, preparado em 2008. Cromatograma de ions totais por GC-MS.

(I) pentacosano, com score de 97%.

Quanto a S. concinnus, no extrato em hexano de 2018 foram identificadas apenas
duas substancias com similaridade espectral superior a 90%: o fitol e o esqualeno,
ambos com score de 92% (Figura 39). No extrato de 2008 (Figura 40), foram anotados
o palmitato de etila (95%) (Figura 411), o fitol (97%) (Figura 41Il), o esqualeno (93%)
(Figura 41Ill), a B-amirona (91%) (Figura 411V), o cicloartenol (91%) (Figura 41V) e o
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3B-24-metilenocicloartan-3-ol (92%) (Figura 41VI). O esqualeno, ja foi registrado em
espécies da familia Loranthaceae, no extrato em hexano das folhas de Scurrula
parasitica L. (Muhammad et al., 2018). O esqualeno € um precursor da biossintese de
fitoesterois e de colesterol em plantas, substancias comuns em extratos em hexano

(Lou-Bonafonte et al., 2018).

AR

HI

[ (M

1254

Abundancia (%)

.00

= 25 668 mn
— 314,713 mm

IT.3 204 pr ] 250 215 300

o 1] ) ] 164 125

Tempo {min)
Figura 39. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em
hexano de Struthanthus concinnus, preparado em 2018. Cromatograma de ions totais por GC-MS. (l) fitol,

com score de 92%. (ll) esqualeno,com score de 92%.
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Figura 40. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em
hexano de Struthanthus concinnus, preparado em 2008. Cromatograma de ions totais por GC-MS. (l)

palmitato de etila, com score de 95%. (ll) fitol, com score de 97%. (lll) esqualeno, com score de 93%. (IV)
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B-amirona,com score de 91%. (V) cicloartenol, com score de 91%. (V1) 33-24-metilenocicloartan-3-ol, com

score de 92%.

(1) ——
v}

(11}

(v}

i v

Figura 41. Estruturas quimicas das substancias identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas no extrato em hexano, preparado em 2008 de Struthanthus concinnus. (1)
Palmitato de etila,com score de 95%. (ll) fitol,com score de 97%. (lll) esqualeno,com score de 93%. (IV)
B-amirona, com score de 91%. (V) cicloartenol, com score de 91%. (V1) 33-24-metilenocicloartan-3-ol, com

score de 92%.

Uma vez que o método utilizado para os demais extratos pareceu ndo se mostrar
eficiente para revelar a composicdo quimica do extrato em diclorometano de S.
concinnus (2018) (Figura 34b), foi realizada uma derivatizagdo da amostra para
favorecer a volatilizacao das substancias. Apds este processo, foi possivel observar a
diferenga de natureza quimica das substancias detectadas neste extrato emrelagao aos

demais, com muitas proposi¢cdes de agucares, embora com scores relativamente baixos
(Tabela 6).
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Tabela 6. Proposig¢des de identificagdo das substancias presentes no extrato em diclorometano derivatizado

(BSTFA) de Struthanthus concinnus. TR = tempo de retengdo em minutos. As formulas apresentadas foram

sugeridas com base na comparacdo com a base de dados NIST 5, ja considerando a adigédo de

grupamentos do reagente de derivatizagao. (continua)

C Massa .
Pico TB Slmllﬁrldade Anotagiio proposta molecular Formula
(min) (%) 1 gerada
(g.mol-)
1 9,750 93 T . 308 C12H3203Si
trimetilsilil éter de glicerol
acido succinico, .
2 10,231 93 bis(trimetilsilil) ester 262 C10H2204Si2
3 11,902 65 desmetildeprenil 173 C12H15N
acido caprico, 3-trimetilsiloxi, .
4 12,050 78 trimetilsilil ester 332 C16H3603Si2
5 12,579 o4 acido mélico, tris(trimetilsilil) 350 Ci13H3005Sis
ester
2,3,5,6 metil-tetrakis-O-
6 15,961 86 (trimetilsilil)-a-D- 482 C19H4606Si4
glicofuranosideo
2,3,5,6 metil-tetrakis-O-
7 16,137 87 (trimetilsilil)-a-D- 482 C19H4606Si4
glicofuranosideo
acido manénico, 2,3,5,6-
8 16,253 85 tetrakis-O-(trimetilsilil)-, 466 C18H4206Si4
lactona
1,3,4,5,6-pentakis-O-
9 16,334 86 ,3,4.5,6-pentakis-O 540 C21Hs007Sis
(trimetilsilil)-D-frutose
1,3,4,5,6-pentakis-O- .
10 16,411 89 (trimetilsilil)- D-frutose 540 C21H5007Sis
11 16,593 87 _1,2.3,4etrakis-O- 438 C17H4205Si4
(trimetilsilil)- D-xilopiranose
a-D-glucofuranoside, metil
12 16,650 87 2,3,5,6-tetrakis-O- 482 C19H4606Si4
(trimetilsilil)
D-xilopiranose, 1,2,3,4- .
13 17,255 87 tetrakis-O-(trimetilsill)- 438 C17H4205Si4
glicose, pentakis-O- .
14 18,022 96 trimetilsilil 540 C21H5206Si5
15 18.331 93 acido palmitico, trimetilsilil 308 C1oH4002Si
ester
16 19,860 72 acido oleico, trimetilsilil ester 354 C21H420:2Si
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Tabela 6. Proposig¢des de identificagdo das substancias presentes no extrato em diclorometano derivatizado

(BSTFA) de Struthanthus concinnus. TR = tempo de retengdo em minutos. As féormulas apresentadas foram

sugeridas com base na comparacdo com a base de dados NIST 5, ja considerando a adigédo de

grupamentos do reagente de derivatizagao. (conclusao)

17

18

19

20

21

22

23

24

25

19,899

20,110

22,640

22,846
23,128
23,589
24,059

24,124

27,395

89

80

80

86

76

68

93

73

78

a-acido linoleico, trimetilsilil
ester

D-galactofuranose, 1,2,3,5-
tetrakis-O-(trimetilsilil)-,
bis(trimetilsilil) fosfato

D-turanose,
heptakis(trimetilsilil)-

1-monopalmitina, trimetilsilil eter

D-turanose, heptakis(trimetilsilil)

D-turanose, heptakis(trimetilsilil)
1-monooleoilglicerol trimetilsilil eter
1-monooleoilglicerol trimetilsilil eter

ciclopenteno, 3,3-dimetil-4-metileno-
1,2-bis(trimetilsililoximetil)

350

692

846

474

846

846

500

500

312

C21H3802Si

C24He6109PSis

C33H78011Si7

C25H5404Si2

C33H78011Si7

C33H78011Si7

C27Hs5604Si2

C27Hs5604Si2

C16H3202Si2

Foram integrados 25 picos no cromatograma de ions totais (Figura 42). Com um

scoreacimade 90%, foram anotados o glicerol (94%, TR 9,750min) (Figura43l), o acido
succinico (93%, TR 10,231min) (Figura 43ll), o acido malico (94%, TR 12,579min)
(Figura43lll), a glicose (96%, TR 18,022min) (Figura 43IV), o acido palmitico (93%, TR
18,331min) (Figura 43V) e o acido alfalinolénico (93%, TR 19,899min) (Figura 43VI).
No extrato em diclorometano desta mesma espécie, preparado em 2008, observa-se a
presenca de palmitato de etila (93%), fitol (96%), obtusifoliol (90%) e B-amirona (90%)
(Figura 44).
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Figura 42. Cromatograma de ions totais por GC-MS do extrato em diclorometano de Struthanthus

concinnus (2018) apos derivatizagdo com BSTFA. Substancias identificadas na forma de ésteres de trimetil

silil, com score superior a 90%. (1) glicerol (94%). (Il) acido succinico (93%). (lll) acido malico (94%). (IV)

glicose (96%). (V) acido palmitico (93%). (VI) acido alfalinolénico (93%).
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Figura 43. Estruturas quimicas das substancias identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas, na forma de ésteres de trimetilsilil, no extrato SCD de Struthanthus concinnus.
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() Glicerol (94%). (1) Acido succinico (93%). (Ill) Acido malico (94%). (IV) Glicose (96%). (V) Acido palmitico
(93%). (V1) Acido alfalinolénico (93%).
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Figura 44. Substancias identificadas com similaridade espectral superior ou igual a 90% no extrato em

diclorometano, de Struthanthus concinnus, preparado em 2008. Cromatograma de ions totais por GC-MS.
(I) palmitato de etila, com score de 93%. (ll) fitol, com score de 96%. (lll) obtusifoliol, com score de 90%.

(IV) B-amirona, com score de 90%.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho estende o conhecimento de composicao quimica das espécies
S. marginatus e S. concinnus, as quais, até o presente, possuem poucos relatos na
literatura acercade sua composi¢cédo quimica. Neste trabalho, demonstramos para estas
espécies, uma atividade anti-agregante amiloide frente a amilina, revelando-as como

potenciais fontes de novas substancias com atividade anti-amiloide.

Apesar de terem sido coletados em épocas diferentes, os extratos preparados a partir
de S. concinnus e S. marginatus demonstraram permanecer com um perfil quimico geral
bastante semelhante, conservando a atividade biolégica observada nos ensaios iniciais.
Os extratos em hexano foram os que mais apresentaram diferencas em seu perfil,
guando comparados entre os anos distintos de coleta. Diferengas mais especificas, no
entanto, podem estar relacionadas principalmente aos hospedeiros diferentes e ao
momento metabdlico da espécie. Esta comparacao pode ser util para sustentar, mais
uma vez, que o metabolismo dos hospedeiros influencia na composi¢cdo quimica da

planta parasita.
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Este é o primeiro relato ndo s6 de plantas brasileiras na busca de potenciais
inibidores da agregag¢ao amiloide da amilina humana, comotambém é o primeiro registro
de extratos contento substancias de baixa polaridade investigado para este fim, visto
que as investigacdes sao focadas basicamente em polifendis. A observagdo da
atividade dos extratos em hexano e diclorometano das ervas-de-passarinho pode
representar uma promissora fonte de agentes contra agregacéo amiloide da amilina
humana, n&o dispensando, evidentemente, a necessidade de estudos posteriores que
avaliam questdes relacionadas a toxicidade dos extratos e substancias tanto in vivo
quanto in vitro, além da confirmagdo da natureza dos agregados, bem com sua
toxicidade, por técnicas de microscopia. Tais abordagens continuam sendo investigadas
pelo grupo em relagao ndo s6 as ervas-de-passarinho como com as demais amostras

presentes na biblioteca de extratos.

Substancias isoladas e identificadas nos extratos de 2008 nao representaram a
atividade observada para os extratos brutos, o que pode estar relacionado a
concentragao e disponibilidade das substancias no meio reacional. No entanto, este é o
primeiro registro de terpenoides da flora brasileira quanto a sua atividade anti-agregacao
amiloide da amilina humana e corresponde uma nova abordagem nos estudos de
potenciais inibidores deste fenbmeno, que atualmente conta com os protagonismos de
substancias fendlicas. Isto também gera subsidios para a continuagéo de estudos que
considerem o mecanismo de agao destas substancias, ndo sendo excluida a hipétese
que possam estar envolvidas em outros processos da cinética de agregacdo da
proteina, como por exemplo a aceleracdo da formacao de fibras completas. Ainda
assim, demais estudos sao necessarios para a testagem dessas substancias purificadas
tanto in vitro quanto in vivo.
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