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RESUMO

Fonseca, Thamirys Silva. Investigacdo de Metabolitos com acao anti-amiloide pancreatica em
espécies de Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS. Rio de Janeiro, 2023. Dissertacdo -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, 2023.

O género Lippia apresenta-se amplamente distribuido nas Américas, com destaque para o
Brasil, e apresenta diversas espécies empregadas tradicionalmente para fins medicinais. A
presenca de agregados amiloides esta correlacionada a graves patologias, como a diabetes, onde
ha presenca de depdsitos de amilina nas ilhotas pancreaticas de 90% dos pacientes com diabetes
mellitus tipo 2. A amilina é um produto secretério das células  pancreaticas, cossintetizado e
cossecretado com a insulina. A inibicdo desta via amiloidogénica é importante fator para
retardar o avanco do quadro patoldgico, além dos beneficios na homeostase glicémica devido
a acdo fisiologica da amilina. Com isso, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a atividade inibitoria
da amilina humana por extratos de espécies do género Lippia e investigar o perfil quimico dos
mesmos, buscando melhor compressdo da atividade observada. Os ensaios de fibrilacdo
amiloide indicaram melhor perfil de inibicéo pelos extratos em etanol, diclorometano e acetato
de etila. O extrato etandlico de L. origanoides promoveu estabilizacdo da amilina na fase inicial
da agregacdo, apresentando sinal de fluorescéncia inferior ao encontrado para a curcumina,
utilizada como controle positivo. Os resultados obtidos para os diversos extratos de Lippia estdo
ligados a diferencas em suas composic¢es quimicas. A presenca de flavonoides tais como as
agliconas genkwanina, naringenina e pinocembrina no extrato mais ativo, indica a importancia
de substancias fendlicas e hidroxiladas para a interacdo com a amilina, estabilizando-a em sua
forma monomeérica. Flavonoides C-glicosilados e fenilpropanoides glicosilados também podem
estar influenciando a atividade observada. Dessa forma, foi demonstrado que espécies do
género Lippia se caracterizam como possivel fonte de substancias fendlicas com acéo anti-

amiloide pancreéatica podendo ser empregadas para estabilizacdo da amilina humana.

Palavras-chave: amilina, diabetes, L. origanoides, fendlicos, flavonoides.



ABSTRACT

Fonseca, Thamirys Silva. Investigacdo de Metabolitos com acdo anti-amiloide pancreatica em
espécies de Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS. Rio de Janeiro, 2023. Dissertagdo —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pds-
Graduacdo em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, 2023.

The genus Lippia is widely distributed in the Americas, with emphasis on Brazil, with several
species traditionally employed for medicinal purposes. The presence of amyloid aggregates is
correlated with severe pathologies, such as diabetes, where amylin deposits are present in the
pancreatic islets of 90% of patients with type 2 diabetes mellitus. Amylin is a secretory
product of pancreatic 3 cells, co-synthesized and co-secreted with insulin. The inhibition of
this amyloidogenic pathway is an important factor to slow the progress of the pathological
condition, in addition to the benefits in glycemic homeostasis due to the physiological action
of amylin. Thus, the objective of this work is to evaluate the inhibitory activity of human
amylin by extracts of species of the genus Lippia, assess the chemical profile of the extracts
employed and seek better compression of the observed activity. Amyloid fibrillation tests
indicated a better inhibition profile from ethanol, dichloromethane, and ethyl acetate extracts.
The ethanolic extract of L. origanoides promoted stabilization of amylin in the initial phase of
aggregation, presenting a lower fluorescence signal than that found in curcumin, used as a
positive control. The difference between the results obtained for the various extracts of Lippia
are linked to differences in their chemical compositions. The presence of flavonoids such as
genkwanin, naringenin, and pinocembrine in the most active extract, indicates the importance
of phenolic and hydroxylated substances for the interaction with amylin, stabilizing it in its
monomeric form. C-glycosylated flavonoids and glycosylated phenylpropanoids may also be
influencing this activity. Therefore, we conclude that species of the genus Lippia can be
characterized as an important source of phenolic substances with amyloid inhibition and may

be used for human amylin stabilization.

Palavras-chave: amylin, diabetes, L. origanoides, phenolic, flavonoid.
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1. INTRODUCAO
1.1 AMILOIDOSES

A primeira descri¢cdo de um tecido contendo “pedra branca” foi realizada em 1639, mas
a o termo amiloide (derivado de "amylon™ ¢ “amylum”) foi introduzido por Rudolf Virchow em
1854, descrevendo uma substancia patoldgica considerada relacionada & celulose ou amido,
sendo logo depois caracterizada como proteica (BENSON et al., 2020; LADANZA et al., 2018;
KABER; RICE, 2012).

De acordo com a Sociedade Internacional de Amiloidose (ISA), amiloide se refere ao
material depositado, e amiloidose é a doenca originada pelas fibrilas amiloides ou durante o
processo de sua formacdo. Assim, este termo € usado apenas para 0s resultados da agregacdo
proteica patologica da qual humanos e animais podem sofrer (BENSON et al., 2020). Nesta
agregacdo, as moléculas assumem a conformacdo de folha B e se ligam umas as outras por
ligacdo de hidrogénio e outras interagdes (ROCHET; LANSBURY, 2000). Essa agregacéo leva
a formacao de fibrilas finas e estaveis (WESTERMARK et al., 2011). Assim, a estrutura basica
do amiloide € a fibrila. Esta é construida por protofilamentos torcidos, que nada mais sdo do
que camadas de proteinas na conformagao de folha . Além disso, outros componentes como
P-amiloide sérico e proteoglicanos sulfatos de heparano sdo encontrados nos depoésitos
amiloides (BUXBAUM et al., 2022).

Na natureza, as fibrilas de folha 3 sdo adaptadas para muitos propositos. Como é o caso
de diferentes estruturas bacterianas, como biofilmes, que possuem composicdes fibrilares de
folha B. No ser humano, ha diversos exemplos como a melanina, que esta ligada ao
transportador fibrilar de folha  (p-mel) nos melanossomas, as proteinas de ligacdo ao elemento
de poliadenilacdo citoplasmatica (CPEB) relacionadas ao processo de consolidacdo da
memoria, além do armazenamento de hormonios proteicos em granulos secretores do sistema
enddcrino como hipofise (Fig. 1), sendo estas as organelas onde ocorrem a sintese e deposicao
da melanina. Nesses quadros, caracteriza-se a amiloide funcional (BUXBAUM et al., 2022;
STROO et al., 2017; MACINDOE et al., 2012). No entanto, a amiloidose se relaciona as
diferentes doencas sistémicas potencialmente letais como amiloidose AL (ou amiloidose
primaria) causada, dentre outros fatores, pela superproducdo de uma cadeia leve de
imunoglobulina amiloidogénica tendo intensa relacdo com o mieloma multiplo. Ha diversas
doencas para as quais a amiloide ou agregados de proteina amiloide (oligbmeros citotoxicos,
protofibrilas) sdo caracteristicos, mas ainda ndo sdo denominadas como tais na pratica clinica

como doencga de Alzheimer (DA; proteina amiloide: AP), doenca de Parkinson (DP; proteina
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amiloide: aSyn) e diabetes tipo 2 (DMT2; proteina amiloide hlAPP) (BENSON et al., 2020).

Figura 1- Amiloides no ser humano: fisioldgico e patologico. Adaptado de STROO et al.,
2017.
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Diabetes tipo 2
(IAPP)
. Medula 6ssea:
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pele (Cadeia leve de
(Plem17) imunoglobulina)

Ao todo, h& 45 proteinas amiloides reconhecidas até o momento, dispostas no Quadro

Quadro 1- Proteinas fibrilares amiloides e seus precursores em humanos (adaptado de
BUXBAUM et al., 2022).

N° Proteina Proteina Precursora S elou | A ou | Orgéos Alvos
fibrilar L H
1 AL Cadeia Leve de S L A,H | Todos os érgdos, exceto,
Imunoglobulina geralmente, SNC

2 AH Cadeia Pesada de Imunoglobulina S L A Todos o0s 0Orgaos, exceto
SNC

3 AA (Apo) Amiloide A sérica S A, H | Todos os drgaos, exceto
SNC

4 ATTR Transtirretina, tipo selvagem S A Coracdo principalmente em
homens, pulm@o,
ligamentos, tenossinovite

5 Transtirretina, variantes S SNP, SNA, coragdo, olhos,
rins, leptomeninges
(aracnoide e pia-mater)

6 AB2M 32-microglobulina, tipo selvagem S Sistema
musculoesquelético
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7 2-microglobulina, variantes S SNA, coracdo, lingua
8 AApoAl Apolipoproteina A I, variantes S Coracdo, figado, rins, SNP,
testiculos, laringe
(variantes C-terminal), pele
(variantes C-terminal)
9 AApoAllI Apolipoproteina A 1l, variantes S H Rins
10 | AApoAIV Apolipoproteina A 1V, tipo selvagem | S A Medula renal e sistémica
11 | AApoCll Apolipoproteina C I, variantes S H Rins
12 | AApoClll Apolipoproteina C Ill, variantes S H Rins
13 | AGel Gelsolina, variantes S H Rins, SNP, cérnea
14 | ALys Lisozima, variantes S H Rins
15 | ALECT2 Fator Quimiotatico de Leucdcitos-2 S A Rins, principalmente
16 AFib Fibrinogénio o, variantes S H Rins, principalmente
17 | ACys Cistatina C, variantes S H SNP, pele
18 ABri ABEriPP, variantes S H SNC
19 ADanb ADanPP, variantes L H SNC
20 | AB Precurssor da proteina AP tipo | L A SNC
selvagem, L H SNC
Precurssor da proteina AP, variante
21 | AaSyn a-Synucleina L A SNC
22 ATau Tau L A SNC
23 | APrP Proteina Prion tipo selvagem L A Doenca de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), ins6nia fatal
Proteina Prion variantes L H CJD, Doencga de
Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS), insbnia
fatal
24 Proteina Prion variante S H SNP
25 ATMEM106 | Transmembrana 106B (TMEM106B) | L A Doencas de degeneragdo
B do lobo frontotemporal
26 ACal (Pro)calcitonina L A Tumores tireoides
S A Rins
27 AIAPP Polipeptideo Amiloide da llhota | L A Illhotas de Langerhans,
Pancredtica ou Amilina insulinomas
28 | AANP Peptideo Natriurético Atrial L A Atrio cardiaco
29 APro Prolactina L A Prolactinoma, Hipdfise
(associado a idade)
30 ASom (Pro)somatostatina L A Somatostatinomas
31 AGluc Glucagon L A Glucagonomas
32 | APTH Horménio Paratireoide L A Tumor paratireoide,
Glandulas paratireoide
(associado a idade)
33 | Alns Insulina L A latrogénico, injecéo local
34 | AEnf Enfurvitida L A latrogénico, injecéo local
35 | AGLP1 Anélogo do peptideo 1 semelhante ao | L | latrogénico, injecéo local
Glucagon
36 | AIL1IRAP Proteina antagonista do receptor de | L latrogénico, injecéo local
Interleucina-1
37 | ASPCd Proteina surfactante de Pulméo L A Pulmao
38 | ACor Corneodesmosina L A Epitélio corneo, foliculos

capilares




19

39 | AMed Lactaderina (MFG-E8) L A Aorta (associado a idade),
artérias elasticas

40 | AKer Cerato-epitelina L A Cornea, hereditario

41 | Alac Lactoferrina L A Cornea

42 | AOAAP Proteina odontogénica associada a | L A Tumores odontogénico
ameloblastos

43 | ASeml Semenogelina 1 L A Vesicula seminal

44 | ACatKe Catepsina K L A Tumor associado

45 | AEFEMPle | Proteina da matriz extracelular | L A Veias (associado a idade)
semelhante a fibulina contendo EGF
(EFEMP1)

Legenda: S: sistémica, L: localizada, H: hereditéria, S: sistémica, l:iatrogénica, SNC: Sistema Nervoso Central,
SNP: Sistema Nervoso Periférico, SNA: Sistema nervoso autbnomo.

Diversos horménios polipeptidicos podem ser depositados como amiloides.
Considerando-se a importancia secretora do pancreas, é importante notar a capacidade dos
horménios glucagon, insulina e amilina de formar agregados amiloides. O glucagon foi descrito
como a principal proteina amiloide em um paciente com tumor pancreatico produtor de
glucagon (“glucagonoma), além de ter sido verificada a formacao de fibrilas amiloides in vitro
(BUXBAUM et al., 2022; ICHIMATA et al., 2021; GLENNER et al., 1974).

A presenca de agregados amiloides de insulina também tém sido relatada tanto em
individuos saudaveis, devido ao envelhecimento, quanto em pacientes com diabetes, estando
intimamente relacionada as repetidas injecdes subcutaneas de insulina (NILSSON, 2016). Esses
agregados estdo relacionados a diminuigdo do controle glicémico e resisténcia a insulina, dentre
outros efeitos negativos (NAGASE, et al., 2014; ALBERT et al., 2006)

A amilina € um hormoénio com importante papel fisioldgico, mas que forma agregados
toxicos nas células B-pancreéaticas. Estes sdo observados em cerca de 70 a 90% dos pacientes
DMT2, gerando processos inflamatérios e formacdo de espécies oxidativas, culminando na
morte celular (KANATSUKA et al., 2018; PITHADIA et al., 2016).

1.1.1 Amilina

A amilina ou polipeptideo amiloide da ilhota humana (human islet amyloid polypeptide
— hIAPP) € um hormonio cossecretado com a insulina pelas células B-pancreaticas com
diferentes impactos na fisiologia humana (MARMENTINI et al., 2021).

A amilina pertence a familia de peptideos da calcitonina, que apresentam ponte
dissulfeto proximo ao terminal N e residuo aromatico amidado no terminal C (ABEDINI et al.,
2018). Em sua forma monomeérica, consiste em um peptideo de 37 aminoacidos que é clivado
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de um precursor pré-pré-proteina com 89 residuos. Nas células B-pancreéticas, a proteina
precursora € processada no reticulo endoplasmético e no aparelho de Golgi, sendo
acondicionada em granulos secretores, juntamente com insulina. Esta proteina ja foi
caracterizada em diferentes mamiferos, aves e peixes teledsteos (WESTERMARK et al, 2011).
A sequéncia de amino&cidos da amilina é altamente conservada em mamiferos, mas diferengas
importantes ocorrem em relacéo a dita "regido amiloidogénica” (aminoécidos 20-29) da amilina
humana (Fig. 2). A amilina humana, de primatas e gatos é altamente amiloidogénica, enquanto
a de roedores, por exemplo, ndo apresenta esta caracteristica. Essa diferenca parece estar
associada a presenca do aminodcido prolina, na sequéncia proteica de roedores (Pro25, Pro28
e Pro29) que estabiliza melhor a amilina em sua conformacéo funcional (LUTZ, 2022; LE
FOLL; LUTZ, 2020; ABEDINI et al., 2018).

12345678910 1121314151617181920 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37

__ KCNTATCATQ RLANFLVHSS NNFGAI LSST NVGSNTY
Amilina humana

KCNTATCATQG RLANFL VRSS NNLGPV LPPTNVGSNTY
Amilina murina

KCNTATCATQ RLANFLIRSS NNLGA I LSPT NVGSNTY
Amilina gato

KCNTATCATQ RLANFLVRSS NNFGTI LSSTNVGSDTY
Amilina macaco

Figura 2 - Sequéncias de aminoacido da amilina em diferentes mamiferos.

Dentre as diferentes acdes fisiologicas, podemos citar a relacdo deste horménio com a
regulacdo de massa d6ssea e de pressdo sanguinea, levando ao efeito de vasodilatacdo. A forma
monomeérica soltvel da amilina madura ativa o receptor de amilina (AMY) no cérebro
produzindo efeitos hormonais no metabolismo da glicose (inibi¢do da secrecdo de glucagon,
controle do esvaziamento gastrico) e ingestdo de nutrientes (inducdo da saciedade), estando
muito relacionada a reducgéo de peso benéfica e efeitos antidiabéticos (LUTZ, 2022). Além da
acao no tecido cerebral, é descrita acao via nervo vago, em tecidos como figado e tecido adiposo

e localmente nas células B-pancredticas (Fig. 3).
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Figura 3. Efeitos fisioldgicos e propostas de vias de acdo da amilina. Adaptado de
RAIMUNDO et al., 2020 e MATHIESEN et al., 2022
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Os mesmos estimulos fisiologicos que levam a liberagdo da insulina estdo relacionados
com a liberacdo da amilina, visto 0 armazenamento conjunto desses horménios nas vesiculas
secretoras. Assim, os valores de amilina plasmética variam de 3 a 5 pM no estado de jejum e
aumentam para concentracdes entre 15-25 pM po6s-prandialmente em ratos (WESTERMARK
etal., 2011; BOYLE; ROSSIER; LUTZ, 2010). Além disso, substancias como a incretina ndo
estdo relacionados apenas ao aumento da secre¢do da insulina, mas também ao aumento dos
niveis de amilina (INOUE et al., 1991). Outras fontes de amilina, além da pancreética, séo
células neuroenddcrinas ao longo do trato gastrointestinal e ganglios da raiz dorsal, mas

carecem de maiores estudos acerca da liberacdo e relevancia fisioldgica (LUTZ, 2022).

1.2.2 Agregacao amiloide da amilina

A identificacdo da amilina esta intimamente associada & descoberta de seus agregados
amiloides em péancreas de pacientes diabéticos em 1901 (OPIE, 1901). A caracterizacdo
completa desta proteina so foi alcancada no final dos anos 80, quase simultaneamente, por dois

pesquisadores independentes, como demonstrado na Fig. 4, e prossegue como importante alvo



de investigacdo (LUTZ, 2022; WESTERMARK et al., 2011).
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constituinte amiloide das ilhotas

Depositos de hialina sdo Desconfian¢a da presenca pancredticas sendo denominado IAP -
detectados em pdncreas de insulina e derivados no peptideo amiloide de insulinoma, depois
de pacientes diabéticos agregado amiloide DAP - diabetes associado peptideo e, por

fim, renomeado como IAPP ou amilina
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Figura 4 - Linha do tempo da descoberta da amilina.
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O processo da formacdo amiloide é similar para todas as proteinas amiloidogénicas e

pode ser dividido em 3 fases (Fig. 5):

1. Fase lag - onde os monémeros malformados se juntam em oligdbmeros;

2. Fase elongacdo ou de crescimento - onde os oligbmeros se juntam, formando

protofibrilas ou protofilamentos, que serdo os principais componentes das fibras;
3. Fase platd - onde se atinge o estado estaciondrio, e a massa fibrilar é constante.

No ser vivo, a terceira fase provavelmente ndo ocorre, pois novas moléculas da proteina

amiloide, como a amilina, continuardo a ser secretadas, unindo-se a massa fibrilar existente,

levando ou ao aumento do depo6sito amiloide ou, ainda, a criacdo de novos pontos de formacéo
amiloide. (WESTERMARK et al., 2011; MARMENTINI ET AL., 2022). Nos ensaios in vitro

com uso da Tioflavina T (ThT), cromo6foro com afinidade pelas fibras amiloides, a cada fase ha

um acrescimo da fluorescéncia, indicando o aumento da agregacao até atingir o estado platd

(PITHADIA et al.; 2016).
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Figura 5 - Representacdo do processo de agregacdo amiloide (adaptado de RALEIGH et al.,
2017).

A compreensdo dos pontos criticos que atuam na inducdo da agregacdo amiloide da
amilina é um importante alvo de estudos. H& indicios que superproducdo, falhas de
processamento e degradacdo, outros componentes dos granulos secretores, distarbios nos
ambientes intra e extracelular estdo intimamente relacionados (MARMENTINI et al., 2022).

A superproducdo parece estar relacionada aos quadros de hiperglicemia e
hiperlipidemia. Assim, observa-se um aumento plasmatico inicial da amilina, como resposta a
estes quadros (GASA et al., 2001; KRIZHANOVSKII et al., 2017). Esse aumento também pode
estar relacionado a prejuizos na degradacdo da amilina devido a alteracdes na expressdo ou
atividade das enzimas degradantes (ZRAIKA et al., 2007). O processamento da prolAPP
humana para IAPP ou amilina é realizado pela clivagem pelas enzimas PC1/3 e PC2
(prohormone convertases) e carboxipeptidase E, em processo similar ao visto com a proinsulina
(MATHIESEN et al. 2022). Desequilibrio nos niveis dessas enzimas esta relacionado ao
comprometimento da formacdo de amilina madura, o que por sua vez leva a inducdo da
formacdo amiloide (MARZBAN et al., 2004; COURTADE et al., 2017). Os granulos de
secre¢do sdo constituidos por mais de 100 componentes e esse complexo equilibrio é essencial
para a estabilizacdo da amilina (HUTTON et al., 1982). Isso inclui a propor¢ao entre a insulina
e a amilina, que notavelmente atua inibindo a formagao amiloide (WESTERMARK, 1996).

A toxicidade dos agregados amiloides como depositos intracelulares ou ainda sua

interacdo com membranas e receptores celulares levam a diversos danos como estresse do
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reticulo endoplasmatico (RE), interrupgdo da autofagia, disfuncdo mitocondrial, inflamac&o e
apoptose (MARMENTINI et al., 2022). E notavel que as células B-pancreéticas sio as mais
afetadas pelos agregados amiloides do que as células o ou 6 adjacentes, inclusive estudos com
células alfa apresentam maior taxas de sobrevivéncia na presenca de amilina (LEI et al., 2010).
Esses achados indicam que as células  s3o mais suscetiveis em comparagdo com as células a
(RALEIGH et al., 2017).

Com a maior demanda da sintese da amilina, a hiperamilinemia pode levar ao estresse
do RE (HULL et al., 2009). Nesses casos, a resposta de proteina desdobrada (UPR) ocorre para
resgatar a homeostase da organela. Assim, as proteinas sdo marcadas com ubiquitina para serem
degradadas, mas o mau funcionamento desse sistema leva ao acimulo de proteinas
ubiquitinadas, provocando apoptose (COSTES et al., 2011; CHU et al., 2012). Além deste
mecanismo, a autofagia também leva a remocdo de agregados de proteinas e organelas
incorretas. Apesar de estudos demonstrarem que este mecanismo prossegue ativo na presenca
de agregados amiloides, parece estar relacionado a defeitos que prejudicam a degradacgéo e
provocam a morte celular (RIVERA et al., 2011; SHIGIHARA et al., 2014).

A disfuncdo mitocondrial também esta associada com o acumulo amiloide, pois leva ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, provocam diversos danos
como queda na producdo de ATP, perda de massa mitocondrial e liberagdo de fatores
apoptogénicos (LI et al., 2011; LI et al., 2015). A interacdo dos agregados amiloides com as
membranas das células também parece afetar a integridade estrutural e permeabilidade das
membranas. A amilina provoca formacéo de poros que levam ao vazamento de ions e também
pode se adsorver nas membranas celulares (ANGUIANO et al., 2002; ENGEL et al., 2006;
RALEIGH et al., 2017). Fibrilas amiloide sdo encontradas em invaginagdes das células J3,
incluindo em individuos portadores da diabetes melitus do tipo 2 (WESTERMARK, 1973) e
em amostras humanas post-mortem relacionando a quantidade de agregado amiloide
extracelular com a morte celular JURGENS t al., 2011).

A amilina também possui capacidade de interagir com receptores celulares de superficie
ativando mecanismos de inducao de morte celular, bem como induzindo maior entrada de ions
de célcio que levam a apoptose (CASAS et al., 2008; ABEDINI et al., 2018). Seja através da
interacdo com receptores ou fagocitacdo por macréfagos, a amilina também leva ao aumento
de fatores inflamatorios como maior producgéo de citocinas e montagem do inflamossoma que
estdo relacionados a perda de células B-pancreaticas (WESTWELL-ROPER et al, 2016; PARK

etal., 2017). Um resumo destes mecanismos esta representado na Fig. 6.
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Figura 6 - Mecanismos de toxicidade dos agregados amiloides. Adaptado de MARMENTINI
etal., 2022.
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Estes agregados estdo intimamente relacionados a piora do quadro do diabetes mellitus
do tipo 2 (DMT2), bem como parecem agravar quadros de doencas neurodegenerativas como
a doenca de Alzheimer (DA) e doenga de Parkinson (DP). Estudos epidemiolégicos tém
demonstrado uma maior concentracdo de amilina plasméatica em pacientes portadores de
doencas neurodegenerativas como DP e DA, além de elevada prevaléncia de DA em pacientes
com DMT2 (PEILA et al., 2002; LU et al., 2014; SANCHEZ-GOMEZ et al., 2021). Vale
ressaltar que em DA, a deposicao AP esté relacionada ao aumento da resisténcia a insulina que
por sua vez também desempenha importante papel na agregacdo da amilina (NASSAR et al.,
2018; LUTZ, 2022). Além disso, evidéncias histoldgicas demonstram a presenca de proteinas
amiloidogénicas como tau e AP (DA), a-sinucleina (DP) e amilina (DMT2) em células -
pancreaticas, bem como depdsitos de amilina no cérebro reforcando a correlacéo entres esses
quadros patologicos (MARTINEZ-VALBUENA et al., 2019; MARTINEZ-VALBUENA et al.,
2021). Cada vez mais esta se tornando claro que amilina ¢ AP compartilham agregagido e
caracteristicas toxicas semelhantes, indicando mecanismos patogénicos comuns (GOTZ et al.,
2013).

Apesar de haver lacunas na compreensao de alguns mecanismos ligados ao acimulo
amiloide da amilina, € consenso que as anormalidades no processamento, bem como sua
deposi¢do como amiloide nas ilhotas contribuem para a perda progressiva das células 3

pancreaticas no DMT2 e no diabetes felino. Os agregados amiloides sdo considerados um
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importante marcador da DMT2 sendo observado em 90% dos portadores e o aumento da
producéo seguindo pelo inadequado enovelamento da amilina s&o induzidos pela resisténcia a
insulina. (LUTZ, 2022). Além dos fatores associados a DMT2, também foram identificados
agregados amiloides nos pancreas de pacientes DMT1 (BEERY et al., 2019). Os niveis séricos
de amilina estdo reduzidos nestes pacientes resultantes da perda das células B-pancreaticas. A
amilina e suas formas imaturas parecem desenvolver um papel de autoantigeno contendo
epitopos que ativam células T induzindo o ataque autoimune e inflamacdo no péancreas de
pacientes TD1 (OUYANG et al., 2006; DENROCHE; VERCHERE, 2018). Também foi
observado a presenca de agregados amiloides relacionados a falhas de enxertos apos
transplantes de ilhotas pancreaticas. Em estudo com post-mortem com 4 pacientes que passaram
pelo transplante, apenas o individuo que ndo apresentou agregado amiloide nas ilhotas
observadas apresentou 0s menores niveis de hemoglobina glicada (WESTERMARK et al.,
2012).

1.1.3 Diabetes mellitus

De acordo com a Associacdo Americana de diabetes (ADA), o diabetes mellitus é um
grupo de doengas metabdlicas caracterizada pela hiperglicemia resultante da reducdo da acao
da insulina, ou da sua secrecdo ou, ainda, a somatoria desses dois fatores (ADA, 2014).

O diabetes pode ser diagnosticado com base nos critérios de glicose plasmatica, seja o
valor da glicose plasmatica em jejum ou o valor da glicose plasmatica de 2 h durante um teste
oral de tolerancia a glicose, também conhecido como curva glicémica, ou critérios hemoglobina
glicada (HbA1C) (ADA, 2023).

Ela é subdividida em 4 categorias (ADA, 2023):

1. Diabetes tipo 1 (DMT1): relacionada a destrui¢do autoimune das células 3, geralmente
levando a deficiéncia absoluta de insulina, incluindo diabetes autoimune latente da
idade adulta;

2. Diabetes tipo 2 (DMTZ2): relacionado a perda progressiva da secrecdo adequada de
insulina das células  frequentemente no contexto de resisténcia a insulina;

3. Tipos especificos de diabetes devido a outras causas, por exemplo, sindromes de
diabetes monogénicas (como diabetes neonatal), doencas do pancreas exdcrino (como
fibrose cistica e pancreatite) ou induzida por drogas ou produtos quimicos (como com
0 uso de glicocorticoides, no tratamento de HIVV/AIDS ou apés transplante de 6rgaos);

4. Diabetes mellitus gestacional: diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da

gravidez, sem uma relacdo de diabetes evidente antes da gestacao.
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Dentre essas subcategorias, destacam-se a do tipo 1 e do tipo 2. A DMT1 é ainda
dividida em duas formas. A forma imuno-mediada representa 5 a 10% dos casos de diabetes e
esta relacionada a destruicao autoimune das células 3, com presenca de marcadores autoimunes
bem caracterizados (ZIEGLER et al., 2013; LYNAM et al., 2019; ADA, 2023). DMTL1 é a
diabetes mais comum na infancia e adolescéncia, mas pode ocorrer em qualquer idade, mesmo
em individuos com 80 ou 90 anos, tendo variada taxa de destruicao das células B em cada
individuo (BOGUN et al., 2020; ADA, 2023). Outra forma possivel € o DMTL1 idiopatico que
se caracteriza por pacientes com insulinopenia permanente, mas sem evidéncia de fatores
autoimune. E um quadro clinico raro e com relagio fortemente hereditaria (ADA, 2023).

DMT2 representa 90-95% dos casos de diabetes. Os portadores apresentam deficiéncia
relativa de insulina e resisténcia periférica a este horménio. Mesmo com niveis de insulina
normais ou elevados, ha uma ineficiéncia no controle da glicemia. Sendo assim, a secre¢do de
insulina nestes individuos é deficiente para compensar a resisténcia a insulina. Muitos fatores
estdo relacionados a ocorréncia da DMT2 e ao maior risco de desenvolver a doenga, como
sobrepeso ou obesidade, idade, falta de atividade fisica, hipertensao ou dislipidemia (IDF, 2021;
ADA, 2023).

Em extenso trabalho da Federacdo Internacional do Diabetes (International Diabetes
Federation - IDF) considerando dados de 215 paises, pesquisadores realizaram andlises tanto
do nimero de portadores de diabetes quanto estimaram a prevaléncia para 0s proximos anos,
bem como os impactos dessa doenca economicamente. Para os anos 2000, a estimativa global
de prevaléncia de diabetes na faixa etaria de 20 a 79 anos era de 151 milhdes, proxima a
estimativa de 150 milhdes da OMS (KING et al., 1995). No ultimo trabalho realizado, estima-
se que 537 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos em todo 0 mundo (10,5% de todos os adultos
nessa faixa etaria) tenham diabetes. A projecdo indica que até 2030, serdo 643 milhdes de
adultos, e até 2045, 783 milhdes de adultos (Fig. 7). Os dados demonstram uma maior
prevaléncia entre individuos mais velhos, uma ligeira prevaléncia maior em homens e

predominancia em centro urbanos (IDF, 2021).
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Figura 7 - Ocorréncia da diabetes no mundo (adaptado de IDF, 2021).

Na regido da América do Sul e Central, sdo estimados que 1 em cada 11 adultos possuem
diabetes, com um nimero de 33 milhGes de pessoas afetadas por essa doenca, além de ao menos
121 mil criangas e adolescentes vivendo com TD1. O Brasil se apresenta como o sexto pais em
relagdo ao nimero de adultos com diabetes em 2021. Apesar do elevado nimero de casos,
estima-se que 1 em cada 3 pessoas possuam diabetes ndo diagnosticada na América do Sul e
Central, o que corresponde a mais de 10 milhdes de pessoas. Mundialmente, estima-se que 240
milhGes de pessoas vivam com diabetes ndo diagnosticada (IDF, 2021). Do ponto de vista
clinico, a demora no diagndstico pode levar ao favorecimento de complicacfes micro e
macrovasculares que impactam mais gravemente a vida do individuo, bem como geram gastos
publicos mais consideraveis (OGURTSOVA et al., 2022).

O aumento nos gastos globais com saude devido ao diabetes tem sido consideravel,
crescendo de US$ 232 bilhes em 2007 para US$ 966 bilhGes em 2021, para adultos de 20 a 79
anos. Isso representa um aumento de 316% em 15 anos. Na regido da América do Sul e Central,
foram gastos US$ 65 bilhdes em 2021. Parte desse aumento é atribuida & crescente prevaléncia
da doenga, mas também pode ser atribuida @ melhora da qualidade dos dados, o que auxilia nas
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medidas publicas e melhora do diagndstico, bem como no tratamento (IDF, 2021).

Tanto na DMT1 quanto DMT2, diversos fatores genéticos e ambientais contribuem para
a perda progressiva da massa e/ou fungao das células B que se manifesta clinicamente como
hiperglicemia. Uma vez que a hiperglicemia ocorre, as pessoas com todas as formas de diabetes
correm o risco de desenvolver as mesmas complicagcOes cronicas, embora as taxas de progressao
possam diferir (ADA, 2023). Dentre as complicagdes micro e macrovasculares decorrentes do
diabetes destacam-se neuropatia, nefropatia, retinopatia, doenca arterial coronariana, acidente
vascular cerebral e doenca arterial periférica (CHAWLA, 2016).

O diabetes € um dos principais fatores de mortalidade em todo 0 mundo. Excluindo os
riscos de mortalidade associados a pandemia de COVID-19, estima-se que aproximadamente
6,7 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos tenham morrido devido ao diabetes ou suas
complicacdes em 2021. Isso corresponde a 12,2% das mortes globais por todas as causas nesta
faixa etéaria. Considerando a América Central e do Sul, foram 410.000 mil mortes em 2021
(IDF, 2021).

1.1.4 Tratamento da diabetes

Para portadores da DMT1, o tratamento consiste na reposi¢do da insulina exdgena
visando garantir concentracGes adequadas para recriar perfil fisiolégicos evitando quadros de
cetoacidose e outras complicagdes geradas pela hiperglicemia (UMPIERREZ;
KORYTKOWSKI, 2016).

Para os portadores da DMT2, ou ainda aqueles se caracterizam em estado de pré-
diabetes, a primeira abordagem é uma mudanca do estilo de vida focado em uma alimentacao
equilibrada e exercicios. Caso ndo se obtenha o controle glicémico, inicia-se a abordagem
farmacoldgica com hipoglicemiantes (Quadro 2) e, caso necessario, reposi¢do de insulina
(TAN et al., 2018).
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Quadro 2 - Classes de medicamentos utilizados no tratamento da diabetes (adaptado de TAN
etal., 2018 e WAUGH et al., 2010).

Classe de medicamento Exemplo Mecanismo
Biguanidas Metformina 1 sensibilidade da insulina
| gliconeogénese hepatica
Sulfoniluréias Glibenclamida, glipizida, 1 secre¢do da insulina
glimepirida, gliclazida
Glitazonas ou Tiazolidineionas Pioglitazona 1 sensibilidade da insulina
Meglitinidas Repaglinida, nateglinida 1 secregdo da insulina
Inibidores da a glicosidase Acarbose Retarda absorcdo de carboidratos
Gliptinas (inibidores DDP-4) Sitagliptina, vildagliptina, 1 tempo de agéo do GLP-1,
saxagliptina 1 secre¢do da insulina
Mimético e andlogo GLP-1 Exenatida, liraglutida 1 secre¢do da insulina
Inibidores SGLT-2 ou glifozinas Canagliflozina, dapagliflozina Aumentam eliminacéo de glicose
e empagliflozina pelos rins com inibigdo da absorgao
pelos tabulos proximais.

Em relacdo a terapia com insulina, as injecdes subcutaneas frequentes sdo bastante
incobmodas e o equilibrio entre alimentacdo, administracdo da insulina e controle da glicemia é
bastante sensivel. A administracdo subcutanea de insulina ndo se assemelha ao papel da
fisioldgica, uma vez que ndo esté disponivel no figado, através da veia porta, em concentracdo
e tempo adequados (BOSCARI; AVOGARO, 2021). Visando o melhor controle glicémico,
novas insulinas foram introduzidas no mercado. Analogos basais com maior duracdo que
contribuem para melhor controle durante a noite, andlogos ultrarrapidos que levam ao melhor
controle pds-prandial e bombas de insulina com infusdo constante de insulina (PAL et al.,
2021); JANEZ et al., 2020; NIMRI et al., 2020)

Com base nas a¢des metabdlicas da amilina, a manutencédo da acéo deste horménio pode
contribuir para o melhor controle glicémico. Assim, o primeiro andlogo completo da amilina,
pramlintida (do inglés, pramlitide), foi desenvolvido entre 1995-96 (KONG et al., 1997,
THOMPSON et al., 1997), autorizado pelo FDA em 2005 (RYAN et al., 2005) e, ainda hoje, é
0 Unico medicamento a base de amilina aprovado (SymlinR®) para o tratamento de DMT1 e
DMT2 (LUTZ, 2022).

A pramlintida (Fig. 8) € um analogo sintético e equipotente da amilina humana, sendo
utilizada como terapia adjuvante em pacientes tratados com insulina na hora das refeicoes.
Difere-se do peptideo natural por ter prolinas nas posicdes 25, 28 e 29, visando melhorar a

estabilidade em solucdo e minimizar a propenséo a agregacao (HAY et al., 2015).
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Figura 8 - Sequéncia de aminoacidos do pramlintida e da amilina humana

E demonstrado que o tratamento com pramlintida melhora os niveis de hemoglobina
glicada (HbALc), reduz a glicose pos-prandial em relacdo apenas a terapia com insulina,
permite reducdes na dosagem de insulina nas refeicGes, inibe a secrecdo do glucagon pos-
prandial e melhora o controle glicémico geral. O tratamento também é associado com a perda
de peso sustentada e significativa. Nausea (leve a moderada) é o evento adverso relatado com
mais frequéncia e o aumento de inje¢Oes subcutaneas a maior causa para a baixa adeséo ao
tratamento (HAY et al., 2015; RYAN et al., 2005).

A estabilidade de anadlogos de amilina € uma questdo ainda a ser superada. Diversas
abordagens sdo descritas como a peguilacéo, ou seja, a conjugacdo com polietileno glicol (PEG)
(BOTTGER et al., 2018), uso de lipossomas (BRAGA et al., 2015) ou particulas poliméricas
(GUERREIRO et al., 2012). H4, ainda, a busca por outros analogos de amilina ou agonistas de
receptores, como o cangrilintide da empresa Novo Nordisk, que estd em fase de ensaio clinico,
e davanlintide, da empresa Amylin Pharmaceuticals, que foi descontinuado por ndo apresentar
resultados superiores na perda de peso em comparacdo a pramlintida. Vale ressaltar que, devido
a acao da amilina em induzir a perda de peso, muitos desses analogos acabam apresentando
esta como uma de suas principais indicacdes. (Mathiesen et al., 2022; KRUSE et al., 2021;
MACK et al, 2010).

Apesar dos beneficios da pramlintida, ainda ndo ha uma formulacdo que permita sua
unido com a insulina devido a fatores fisico-quimicos. Estudos visam estabelecer formulacfes
estaveis em pH adequado de anélogos de insulina, como LisPro, com o pramlintida (SILVA,
LIMA, 2018), ou ainda, a associa¢do de derivados peguilados de amilina com anélogos de
insulina (NASCIMENTO et al., 2019).

Além dos desafios na elaboragdo de uma formulagdo estavel de amilina ou uma
formulacdo com a combinagdo entre amilina e insulina, extensos estudos de qualidade e

seguran¢a da formulacdo de insulina pura demonstram a formacdo de fibrilas amiloides
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indesejaveis apds armazenamento prolongado (FROKJAER; OTZEN 2005). Entéo, apesar de
todo o conhecimento adquirido, ainda ha limitagdes no armazenamento a longo prazo das
formulacGes de insulina pura, bem como o desenvolvimento biotecnoldgico de novas
formulacGes analogas, visto o risco da formacéo desses agregados amiloides, aléem dos desafios
da formulacédo de amilina (LIMA; ICART, 2022).

1.1.5 Produtos naturais inibidores da agregacdo amiloide

Considerando a importancia na inibicdo da formacéo de agregados amiloides, tanto do
ponto de vista clinico quanto farmacoldgico, a busca por substancias a partir de produtos
naturais se mostra promissora. Visando o controle terapéutico da minimizacdo dos efeitos
toxicos dos agregados amiloides no organismo, substancias promissoras podem atuar em
diferentes niveis (DHOUAFLI et al., 2018):

1. Eliminando ou reduzindo a sintese da proteina amiloidogénica ou gerando
modificacdo pds-traducional que impeca o dobramento incorreto;

2. Bloqueando mudancas conformacionais no momento inicial impedindo formacéo de
oligdbmeros;

3. Destruindo agregados pré-formados ou potencializando mecanismos naturais de
depuracéo;

4. Atenuando a toxicidade dos agregados, convertendo estruturas toxicas em espécies
sem efeito deletério, ou atuando na minimizacdo dos efeitos causados pela

agregacdo (por exemplo, controle do nivel de espécies reativas de oxigénio).

Diversos trabalhos relatam a acdo de produtos naturais atuando em um desses niveis.
Particdo em acetato de etila de Acer okamotoanum, rico em flavonoides, como isoquercitrina e
afzelina foram avaliadas em relacéo ao seu papel na inibicao de proteinas amiloides envolvidos
na DA. Tanto a parti¢do, quanto a isoquercitrina isolada foram capazes de diminuir a expresséo
de enzimas relacionas a liberacdo de AS no cérebro, além de demonstrar protecdo ao estresse
oxidativo em células neuronais (KIM et al., 2018; KIM et al., 2020). Ehrnhoefer et al. (2008)
demonstraram o redirecionamento da formacdo de fibrilas amiloides constituidos por a-
sinucleina e AP por meio da a¢do de galato de epigalocatequina (EGCG). Em concentracGes

equimolares, 0 EGCG liga-se preferencialmente ao terminal C da a-sinucleina (Aspl119,
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Ser129, Glul30 ¢ Aspl35) promovendo a formagdo de a-sinucleina ndo tdxica e nédo
estruturada.

Considerando a medicina tradicional chinesa, foi avaliado o potencial benéfico frente a
DA do Danggui-Shaoyao-San (DSS), fitoterapico chinés que consiste em uma mistura de 6
ervas. O estudo avaliou os efeitos do DSS em déficits cognitivos e degeneracdo neuronal em
camundongos APP/PS1, encontrando melhora nos déficits cognitivos, reducdo da amiloidose e
modulacdo na expressdo de receptores que atuam no transporte da A (YANG et al., 2021).
Huo-Luo-Xiao-Ling-Dan (HLXL) € um medicamento em Fase Il aprovado pela FDA baseado
em uma combinacdo de 11 ervas utilizadas na medicina tradicional chinesa para tratamento de
artrite. Em analises acerca do seu potencial terapéutico frente a DA, os resultados demonstram
uma reducdo do depoésito amiloide em cérebro de camundongos tratados com o medicamento,
diminuicdo da oligomerizacdo de AB em células e regulacdo de citocinas pré-inflamatorias
(LIANG et al., 2022).

Em relacdo a amilina, estudos in vitro indicam a atividade inibitéria de diversas
substancias fendlicas como galato de epigalocatequina, resveratrol, epicatequina, rutina,
quercetina, curcumina, baicaleina, acido caféico, acido rosmarinico e oleuropeina (Fig. 9)
(NIER; COOPER, 2021).
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Figura 9 - Substancias com atividade na inibicdo da fibrilagdo de amilina humana.
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Analises de docking molecular indicam que a interacdo entre as catequinas e a estrutura
da amilina se da por meio de interacdes de ligacdes de hidrogénio, interagdes n-1 €/ou interacdes
hidrofébicas com diferentes residuos de aminoacidos. A comparacdo da interacdo das
catequinas com e sem o grupo galoil indicaram que este grupo aumenta a afinidade de ligagéo
envolvendo ligacdo apolar (PATEL etal., 2017). Em outro trabalho foi demonstrado que EGCG
interage com a amilina atraves de ligacdes de hidrogénio e interag¢des m-mt, inibindo a interagao
interpeptidica entre mondémeros, impedindo a fibrilacdo (XU et al., 2017). Ensaios in vivo com
camundongos reforgam a capacidade de inibir a oligomerizacao, fibrilagdo e diminuir, assim, a
toxicidade nas células devido a agregacdo da amilina (FRANKO et al., 2018).

Ensaios in silico demonstram que o resveratrol interage com a amilina em solugédo
aquosa formando uma estrutura estavel que minimiza a interacdo com as membranas carregadas
negativamente, como de fosfolipideos (LOLICATO et al.,, 2015). Esta capacidade de
interromper a agregacdo amiloide e danos & membrana também foi demonstrada in vitro
(SCIACCA et al., 2018).

Trés fenilpropanoides — schizotenuina A e os acidos licopico A e B (Fig. 10) -, isolados
de Lycopus lucidus (Lamiaceae) apresentaram atividade inibitoria em ensaios com ThT, com
reducdo do valor de fluorescéncia encontrados, sendo corroborados em anélises de microscopia

eletrbnica de transmissdo frente agregacdo da amilina e A (SUN et al.,2020).
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Figura 10 - Fenilpropanoides isolados de L. lucidus: A- schizotenuiuna A, B - acido licopico

A, C- acido licopico B.

Os flavonoides apresentam significativo destaque na inibicdo da agregacdo amiloide.

Anélises de inibicdo da agregacdo amiloide da amilina pelo flavonoide crisina (5,7-
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dihidroxiflavona) foi verificada tanto in silico quanto in vitro. Foi visto que residuos de arginina
(Argll) e asparagina (Asnl4) ancoram a crisina no sitio de ligacdo ativo da amilina. Mais
especificamente, o flavonoide forma ligacdes hidrogénio fortes com a amilina através das
interacdes entre as posicdes O3 da crisina com Argll da amilina, e O4 com Asnl4,
respectivamente. Em ensaios de turbidez, o flavonoide apresentou capacidade de inibir a
agregacdo. Analises de células tratadas com crisina e expostas a amilina demonstraram a menor
presenca de fibrilas, quando analisadas pelo nivel de fluorescéncia com ThT e por coloracdo
das células com vermelho de congo, reforcando a agéo positiva deste flavonoide na inibi¢do da
agregacao amiloide (ALKAHTANE et al., 2021).

O flavonoide rutina demonstrou inibir a agregacdo amiloide em analises de
fluorescéncia com ThT e microscopia eletrénica de transmissdo. Além disto, células neuronais
incubadas com amilina e rutina apresentaram menor nivel de espécies reativas de oxigénio e
citocinas, indicando um papel protetor da rutina frente a toxicidade causada pelos agregados
amiloides (YU et al., 2015).

O flavonoide miricetina foi capaz de promover a inibi¢do da agregacdo de amilina e a
desagregacao de fibrilas, formando espécies ndo toxicas em ensaios in vitro. Essa prote¢do foi
acompanhada pela inibig&o do estresse oxidativo no citoplasma e nas mitocéndrias, reducéo da
peroxidacdo lipidica e do dano de membrana associado, e restauracdo do potencial da
membrana mitocondrial. A suplementacdo com o flavonoide também reverteu a perda de
funcionalidade em ilhotas pancreaticas de camundongos expostas a amilina, restaurando a
secrecdo de insulina estimulada por glicose. Estudos de simulagcdo de dinamica molecular
sugeriram gue miricetina interage na regido central amiloidogénica e, assim, evita a agregacao
distorcendo as fibrilas (DUBEY et al., 2021).

Avaliacdo de dindmica molecular dos flavonoides morina, quercetina, miricetina,
dihidroquercetina e epicatequina com a amilina demonstram que a interrupgao da interagdo com
o residuo fenilalanina (Phe23) é critico na inibi¢do da formacao do agregado. Estas substancias
contém de dois a trés sistemas de anéis aromaticos capazes de interagir com esse aminoacido
através do empilhamento n—n. Considerando calculo de frequéncias de contato, a probabilidade
de interacd0 mostra-se maior para a quercetina (quercetina 0,92 > dihidroquercetina 0,78 >
miricetina 0,62 > morina 0,57 > epicatequina 0,39) (KING et al., 2022).

Dentre os estudos in vivo e de caso clinico, a suplementacdo dietética com curcumina
se destaca como benéfica frente a resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 (DMT2) e doenca de

Alzheimer (DA). A administragédo oral de curcumina em ratos levou a diminuigéo da glicemia,
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aumento dos niveis de insulina e sensibilidade a insulina (SEO et al., 2008; NA et al., 2011). O
tratamento também reduziu os niveis de Hb1Ac em diferentes modelos animais (SEO et al.,
2008; ARUN; NALINI, 2002). A curcumina também melhorou a resisténcia a insulina e a
tolerancia a glicose em camundongos (HE et al., 2012; SEO et al., 2008).

Estudos em humanos demonstram que ha reducdo nos niveis de amilina plasmatica em
individuos com maior risco de desenvolver DMT2 utilizando curcumina (180 mg/dia) por 12
semanas em relacdo ao grupo placebo (THOTA et al., 2020). Um estudo de 9 meses com
pacientes com pré-diabéticos demonstrou que a suplementacdo com curcuminoide diminuiu o
risco de desenvolver DMT2 e melhorou outros pardmetros como fungao de células B (HOMA -
B) e niveis de peptideo C (CHUENGSAMARN et al., 2012). Outro trabalho envolvendo o
tratamento de pacientes com DMT2 e pacientes com pré-diabetes, por 3 meses, com
curcuminoide, resultou em diminuicdo da glicemia de jejum, dos niveis de HbAlc e da
resisténcia a insulina (KARANDISH et al., 2021; NA et al., 2013). Além disso, 0s niveis de
AGL e triglicerideos foram reduzidos em pacientes com diabetes (NA et al., 2013) e a insulina
sérica diminuiu em individuos pré-diabéticos (KARANDISH et al., 2021).

Assim, a pesquisa com produtos naturais visa atingir mais de um mecanismo, pois
grande parte das substdncias apresentam acBes antioxidantes, antiinflamatdrias e
antiagregantes. O mecanismo molecular na inibi¢ao de agregacéo amiloide a partir de polifenois
parece estar mais relacionado a ruptura de ligagdes hidrofébicas, aromaticas e/ou de hidrogénio
por seus grupos hidroxila doadores de elétrons que, por sua vez, desestabilizam a folha 3 ou a
estrutura secundaria helicoidal e, consequentemente, a oligomerizacao e fibrilacdo de hlIAPP
(BHOWMICK et al., 2022). Embora sejam necessarios mais estudos visando elucidar os
mecanismos de acdo e a confirmacgdo dessas respostas clinicas, os resultados ja presentes na
literatura demonstram o potencial de substancias fendlicas na inibicao da agregacdo da amilina,

além de importantes modulacdes de marcadores com significativo impacto no DMT2.

1.2 GENERO Lippia

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae e compreende cerca de 140 espécies,
sendo um dos géneros mais ricos da familia. Se apresenta como arbustos e subarbustos, tendo
maior distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, com destaque para as Américas (Fig. 11)
(SALIMENA; MULGURA, 2015; CARDOSO et al., 2021).
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Figura 11 - Distribuicédo do género Lippia pelo mundo: ocorréncia na América Central, do Sul

e do Norte, Africa, regides da Europa, Asia e Oceania.
Adaptado de Global Biodiversity Information Facility. Disponivel em: <https://www.gbif.org/species/2925383>.
Acesso em: 02 Mar.2023a.

O Brasil se destaca como centro de diversidade de Lippia, com 87 espécies e alta
porcentagem de endemismaos - superior a 70% (SALIMENA; CARDOSO, 2023a), com a maior
concentracdo de populacdes, principalmente no bioma cerrado (SALIMENA; MULGURA,
2015).

Espécies do género sdo usadas tradicionalmente, principalmente, para tratamento de
doencas respiratorias. Além dos usos para fins medicinais, espécies também sdo utilizadas em
preparacOes alimenticias (PASCUAL et al., 2001). Por isso, grande parte dos trabalhos
envolvendo a caracterizacdo quimica destas espécies esta relacionada a composi¢édo do 6leo
essencial ou fragBes volateis, devido as suas caracteristicas aromaticas (SILVA et al., 2021,
BARROS et al., 2022).

Ademais espécies como exemplo L. graveolens é utilizada por populages no México
visando o tratamento da diabetes, além de trabalhos descrevendo a atividade do extrato e de
substéncias isoladas, como o flavonoide hispidulina (ICso: 37,2 UM) na inibi¢do da enzima a-
glucosidase que se constitui em um importante alvo terapéutico no tratamento da diabetes
(AMADOR et al., 2020; PASCUAL et al., 2001). Demonstrando o potencial de espécies do

género para busca de substancias promissoras no tratamento da diabetes.
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1.2.1 L. aristata Schauer, L. brasiliensis (LINK) T. Silva e L. rubella (Moldenke) T. Silva &

Salimena

Estas trés espécies antes eram classificadas como pertencentes ao género Lantana,
também parte da familia Verbenaceae. Apos revisdo taxondmica das espécies brasileiras de
Lantana por Silva (1999), estas espécies foram transferidas para o género Lippia (SILVA;
SALIMENA, 2002).

L. aristata ocorre em diferentes biomas brasileiros, como Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Floresta Atlantica e Pantanal, e, além do Brasil, apenas a Bolivia possui relato desta espécie
(Fig. 12).

Figura 12 - Distribuicdo de L. aristata pelo mundo e no Brasil: A — ocorréncia de L. aristata
nos paises: Bolivia e Brasil, B — ocorréncia no territério brasileiro.

Adaptado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Disponivel em: <https://tropicos.org/name/33702803>
Acesso em: 03 Mar 2023a. Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippia in Flora e Funga do Brasil. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB21430>. Acesso em: 03 Mar.
2023b

L. brasiliensis apresenta significativa distribuicdo no territério brasileiro, sendo
encontrada nos biomas Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e Pampa (Fig. 13). Ha relatos do
uso tradicional desta espécie como antiespasmadica por populacdes, principalmente indigenas,
no Paraguai (SORIA, 2020). L. rubella, possui uma distribuicdo mais restrita, sendo endémica

do Brasil e com ocorréncia apenas em Minas Gerais nas regides de campos rupestres (Fig. 13).
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Figura 13 - Distribuicdo de L. brasiliensis e L. rubella no Brasil: A —mapa de ocorréncia de L.

brasiliensis no Brasil; B — mapa de ocorréncia de L. rubella no Brasil.
Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippia in Flora e Funga do Brasil. Jardim Boténico do Rio de
Janeiro. Disponivel em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB33207>. Acesso em: 03 Mar. 2023c.

Ha poucos registros de estudos fitoquimicos para estas trés espécies, especialmente
acerca dos constituintes fixos. Para L. brasiliensis e L. aristata, os Unicos registros encontrados
na literatura se referem ao estudo dos dleos essenciais e componentes volateis de suas folhas
(CRAVEIRO et al., 1981; TERBLANCHE et al., 1996; SILVA et al., 2010; MONTANARI et
al., 2011).

No trabalho de Singulani (2012), foi realizada a avaliacdo da composi¢éo dos extratos
hexanicos de diversas espécies de Lippia. Neste trabalho destaca-se epéxido de cis-limoneno
como mais abundante em L. rubella e a-pineno como substancia mais abundante em L. aristata.
Além disso, o extrato etanolico desta espécie apresentou o menor valor de ICso (4,9 ug/mL) na
avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH, em comparagdo com os demais
extratos testados.

Para L. rubella, constam na literatura o trabalho de Fabri e colaboradores (2011), onde
realizaram a caracterizacao de extratos metandlicos de folhas, aléem de duas publicacfes acerca
do isolamento e purificacdo de substancias do extrato em butanol, acetato de etila e em
diclorometano. Para o extrato em butanol, foram descritos os fenilpropanoides glicosilados
poliumosideo, forsitosideo A e verbascosideo. Destes, forsitosideo A e verbascosideo também
foram detectados no extrato em acetato de etila, bem como isoverbascosideo. Também foram
descritos dois fenilpropanoides glicosilados inéditos, o lippiarubelosideo A e o
lippiarubelosideo B (Fig. 14A e B), e os flavonoides linarina e pectolinarina (MARTINS et al.,
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2019). Também foi realizado o isolamento de dois diastereoisdmeros de limoneno-1,2,-diol, a
partir do extrato em diclorometano (Fig. 14C e D) (LEITAO et al., 2020). Todas estas
substancias foram avaliadas quanto a sua atividade antifingica frente as cepas de Candida
albicans (ATCC 10231), Candida parasilopsis (ATCC 22019), Cryptococcus neoformans
T1444 e Cryptococcus neoformans 24067, fungos que desempenham papel importante em
infecgBes oportunistas, como a candidiase e criptococose. Os melhores resultados foram
observados frente a cepa de C. neoformans, com destaque para o lippiarubelosideo A, que
apresentou a menor CIM (15,6 pg/mL) (MARTINS et al., 2019; LEITAO et al., 2020).

\\\\\OH

Figura 14 - Substancias isoladas de L. rubella: A- lippiarubelosideo A, B - lippiarubelosideo
B, C - (1S,2S,4R)-1-Metil-4-(prop-1-en-2-il)ciclohexano-1,2-diol, D - (1S,2R,4R)-1-Metil-4-
(prop-1-en-2-il)ciclohexano-1,2-diol.

1.2.2 L. lacunosa Mart. & Schauer e L. rotundifolia Cham.

As espécies L. lacunosa e L. rotundifolia possuem significativa semelhanca botanica, o
que torna sua delimitacdo taxonémica complexa. Ambas ocorrem no Cerrado, sendo que L.
lacunosa tem ocorréncia descrita também na Caatinga, e L. rotundifolia na Floresta Atlantica
(SALIMENA; CARDOSO, 2022¢,f). Além do Brasil, essas espécies também sdo relatadas para
a Bolivia (Fig. 15).
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Figura 15 - Distribuicdo de L. rotundifolia e L. lacunosa pelo mundo e no Brasil: A -
ocorréncias nos paises: Brasil e Bolivia, B- distribuicdo de L. lacunosa no Brasil, C-

distribuicdo de L. rotundifolia no Brasil.

Adaptado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Disponivel em: <https://tropicos.org/name/50293324>
Acesso em: 04 Mar 2023b. Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. LippiainFlora e Funga do
Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB26162>. Acesso
em: 04 Mar. 2023d,e.

Trabalhos de nosso grupo focaram na composicdo quimica dos 6leos essenciais destas
duas espécies, avaliando folhas e flores. Foi visto que, nas flores de L. lacunosa, as substancias
majoritarias sdo mirceno e (E)-ocimenona, enquanto nas folhas, a mircenona foi identificada
como o componente majoritario. Em L. rotundifolia foram observados o limoneno e o mirtenal
como substancias majoritarias nas flores, sendo o mirtenal o mais abundante também nas folhas
(LEITAO et al., 2008).

Da particdo em diclorometano de L. lacunosa foram isoladas e identificadas 8
substancias— o triterpeno &cido oleandlico; e os flavonoides metoxilados salvigenina,
cirsimaritina,  3’-O-metil-eupatorina,  eupatilina,  eupatorina,  3’,7-dimetoxi-5,6,4’-
trihidroxiflavona e 7°-O-metilapigenina. Essas substancias foram avaliadas frente a inibi¢éo da
replicacdo de Mycobacterium tuberculosis (Hs7-Rv ATCC — 27294), causador da tuberculose.
O menor valor de concentragao inibitoria minima (CIM) foi obtido para a 3’-O-metil-eupatorina
(25 pg/mL) (CASTELLAR et al., 2011). A atividade antimicobacteriana (Hs7-Rv ATCC —
27294) também foi avaliada para os extratos etandlicos e particdes de L. lacunosa e L.
rotundifolia, sendo que os menores valores de CIM (25 pg/mL) foram apresentados pelas

particdes em diclorometano de ambas as espécies (LEITAO et al., 2006).
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1.2.3 L. origanoides Kunth

A espécie L. origanoides distribui-se em cinco biomas brasileiros, sendo eles Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e Pantanal (SALIMENA; CARDOSO, 2023f). Alem de

apresentar significativa distribuicdo nas Américas (Fig. 16).

Figura 16 - Distribuicéo de L. origanoides pelo mundo e no Brasil: A- ocorréncia de L.

origanoides no mundo, B — distribui¢éo no Brasil.

Adaptado de Global Biodiversity Information Facility. Disponivel em: <https://www.gbif.org/species/7297353>.
Acesso em: 04 Mar.2023b. Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippiain Flora e Funga do
Brasil. Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB21449>. Acesso
em: 04 Mar. 2023f.

Esta espécie é utilizada por diversos povos tradicionais no Brasil, possuindo uma
monografia relacionada ao Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, onde
destacam-se 0s usos como antisséptico ou antimicrobiano relacionados a lesGes externas,
doencas e desconfortos respiratorios e intestinais, bem como para célicas de bebés e dores de
origem menstrual, dentre outros (BRASIL, 2018). No Formulario de fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira (FFFB), 2° edi¢éo, ha indica¢des do uso da tintura como antisséptico
orofaringeo e em afeccBes da pele, e de sabonete liquido para afec¢fes no couro cabeludo
(BRASIL, 2021).
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Devido sua semelhanga ao aroma do orégano (Origanum vulgare, Lamiaceae), esta
espécie, juntamente com L. graveolens e L. palmeri, sdo utilizadas em preparacGes alimenticias
no México (BAUTISTA-HERNANDEZ et al., 2021).

No Brasil, comunidades quilombolas de Oriximina, no estado o Para, a utilizam para
tratamento de desordens gastrointestinais, como antisséptico, antiespasmadico, antitérmico,
além de ser utilizada para satde da mulher como em casos de inflamacéo do Gtero, corrimentos
vaginais e colicas menstruais (OLIVEIRA et al.; 2007). Em ensaios que avaliaram a atividade
analgeésica exercida pela espécie foi visto que doses de 10, 30 e 100 mg/kg de extrato etandlico
foram capazes de reduzir a algesia em modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético. Também foi demonstrada a acéo antinociceptiva central em modelo de hot plate (placa
quente) (OLIVEIRA et al.; 2014).

Em trabalho recente do nosso grupo, foi avaliada a inibicdo frente a enzima a-
glucosidase por extratos de L. origanoides coletadas em regides distintas do Brasil. O valor de
ICs0 encontrado para o extrato coletado na Floresta Atlantica, em regido de altitude, foi de 94,2
pg/mL, em contraste com o valor de 48,4 pg/mL, encontrado para o extrato da mesma espécie
coletada na regido amazonica. As substancias anotadas no extrato do espécime amazonico, e
que ndo se encontrou no extrato do espécime da Floresta Atlantica, foram os flavonoides
isoorientina e isovitexina. Ambos possuem relatos de atividade de inibigdo da a-glucosidase
(LIANZA et al., 2022).

Considerando atividades bioldgicas ja relacionadas ao género Lippia, bem como
resultados satisfatorios nos estudos visando alvos terapéuticos relacionados ao diabetes, tornam
estas espécies importantes alvos de estudos acerca do potencial na inibicdo da agregacdo da
amilina e positivo impacto no DMT2
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a relevancia dos produtos naturais na pesquisa de novos candidatos a
farmacos, a capacidade de inibicdo de agregados amiloides, com destaque para substancias
advindas de espécies vegetais como a curcumina, bem como a auséncia na literatura de registro
da atividade de espécies de Lippia em atividade anti-amiloide em amilina humana, nos
propomos a contribuir com a descri¢cdo quimica de espécies do género Lippia. Em estudos
preliminares do grupo, parte da biblioteca de extratos do Laboratorio de Fitoquimica e
Farmacognosia foi ensaiada frente a agregacao amiloide da amilina humana, através de uma
parceria estabelecida com o professor Luis Mauricio T. R. Lima, coordenador do Laboratério
de Biotecnologia Farmacéutica, tendo sido realizada a triagem de cerca de 68 extratos de
espécies nativas brasileiras. Dentre 0s extratos ativos, destacaram-se espécies de Lippia, para
algumas das quais sdo escassos 0s registros fitoquimicos (L. artistata, L. brasiliensis, L. rubella,
L. rotundifolia), revelando a importancia de se relacionar seus perfis quimicos e a atividade

bioldgica demonstrada nos ensaios preliminares de inibi¢do da agregagdo da amilina humana.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

O objetivo geral deste projeto é a determinacdo do perfil quimico de extratos ativos de
espéecies do género Lippia buscando investigar os aspectos quimicos e farmacoldgicos da

atividade inibitoria de agregacdo do horménio amilina promovida pelos extratos e fragdes.

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar o perfil quimico de extratos e particdes de L. rotundifolia, L. lacunosa, L.
rubella, L. aristata, L. brasiliensis e L. origanoides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (DAD) acoplado a espectrémetro de
massas, nos modos positivo e negativo;

e Avaliar a atividade inibitéria de agregacdo da amilina promovida pelos extratos e
fracOes das espécies em estudo;

e Utilizar estatistica multiparamétrica para compreensao da distribuicdo de metabdlitos
secundarios e possivel relacdo com a atividade tanto nos extratos brutos quanto nas
particOes através de analises por LC-MS;

e Identificacdo putativa (anotacdo) das estruturas presentes nos extratos ativos de Lippia,
utilizando banco de substancias proprio do grupo (Custom database) e GNPS (Global

Natural Products Social Molecular Networking).
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4.1 COLETA E EXTRACAO DO MATERIAL BOTANICO
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Foram utilizados os extratos de espécies do género Lippia presentes no banco de

extratos do Laboratorio de Fitoquimica e Farmacognosia. O detalhamento acerca da coleta esta

descrito na Quadro 3. Todos os individuos eram cultivados, com exce¢do do espécime de L.

origanoides, coletado no estado selvagem no Vale das Videiras, em Petrdpolis, RJ.

Quadro 3 - Dados da coleta das espécies utilizadas no trabalho.

Janeiro a partir do individuo coletado
em Oriximina, PA.

Espécie Localizacéo Orgéo Vegetal | Namero de | Traballhos
Registro relacionados
(Voucher)
L. aristata | Horto da Universidade Federal de Juiz | Partes aéreas CESJ 56944 NC
Schauer de Fora (URJF) — Minas Gerais
(22°46'48.6"S e 43°2224.5"W) a
partir de individuo coletado na Cadeia
do Espinhaco — MG
L. brasiliensis | Horto da Universidade Federal de Juiz | Folhas e | CESJ 56951 NC
Link.T.R.S.Silva | de Fora (UFJF) — Minas Gerais | inflorescéncia
(22°46'48.6"S e 43°2224.5"W) a
partir de individuo coletado na Cadeia
do Espinhaco — MG
L. rubella Horto da Universidade Federal de Juiz | Partes aéreas CESJ 56942 FONSECA,
de Fora (UFJF) — Minas Gerais 2019
(22°46'48.6"S e 43°2224.5"W) a
partir de individuo coletado na Cadeia
do Espinhaco — MG
L. lacunosa Horto da Universidade Federal de Juiz | Folhas e flores CESJ 41.691 DUARTE,
de Fora (UFJF) — Minas Gerais 2010
(22°46'48.6"S e 43°2224.5"W) a
partir de individuo coletado em
Diamantina — MG
L. rotundifolia Horto da Universidade Federal de Juiz | Folhas e flores CESJ 31.376 DUARTE,
de Fora (UFJF) — Minas Gerais 2010
(22°46'48.6"S e 43°2224.5"W) a
partir de individuo coletado em
Diamantina — MG
L. origanoides Vale das Videiras, Petropolis — Rio de | Partes aéreas CESJ 64030 LIANZA et
Janeiro (22°25'11" S, 43°17'02.6" W, al., 2022
1364 m)
L. origanoides Casa de cultivo, Embrapa Oriental, | Partes aéreas NC LEITAO etal.,
Manaus — Amaz6nia 2017
L. origanoides Casa de cultivo, Petrépolis — Rio de | Partes aéreas CESJ 39532 NC

Legenda: NC — ndo consta.

Todo o material vegetal foi submetido ao procedimento de secagem, sendo

posteriormente moido em moinho de facas. O material resultante foi submetido & percolacéo

em etanol 96°GL, com exce¢do de um dos extratos obtidos de L. origanoides. Neste as partes
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aéreas foram extraidas por decoccao a uma diluicao de 5% p/v, obtendo-se um extrato aquoso,
que foi posteriormente seco por atomizacdo (spray-drying) modelo B-290, da marca Bichi
(Buchi Laboratorius-Technik AG, Switzerland) com os parametros de temperatura a 160°C,
bomba e aspirador ajustados em 20% e 80%, respectivamente. O rendimento da extracao,
calculado como a razdo percentual entre o extrato seco obtido e o material vegetal usado para a
extragéo, foi de 8,48 % p/p.

Parte dos extratos etanolicos, bruto, obtido foi suspendido em agua: etanol (9:1, v/v) e
fracionado por particdo liquido-liquido em solventes organicos com diferentes polaridades,
sendo obtidos as particbes em hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e residuo
aquoso, com excecgdo dos extratos de L. origanoides. Os solventes utilizados foram evaporados
em evaporador rotativo. Extratos provenientes de flores, bem como a particdo em
diclorometano de L. lacunosa, ndo foram avaliados por auséncia de massa suficiente para

andlise. Ao todo, foram utilizados 8 extratos e parti¢des neste trabalho totalizando 27, Fig. 17.

. L. L.
L. aristata - oo L. rubella - L. lacunosa - T
extrato bruto br?mtllegsm{ ~ extrato bruto  extrato bruto rottunéjlfkc)) “? )
(LAE) extrato bruto (LRUE) (LLE) extrato bruto
(LBE) (LRoE)
Hexano Hexano Hexano Hexano Hexano
(LAH) (LBH) (LRuH) (LLE) (LRoH) i 3 L
- - origanoides origanoides origanoides
Dicloromet Dicloromet Dicloromet Dicloromet - extrato - extrato - extrato
ano (LAD) ano (LBD) Laé'oD L‘;‘{‘OD bruto bruto aguoso
(LRuD) Acetato de (LRD) ) (Lovv)  (LOM)  (LOPC)
Acetato de Acetato de SHE R Acetato de
= Acetato de : :
Etila Etila (LBA) Etila Etila
(LAA) (LRUA) (LRoA)
Butanol Butanol Butanol Béttfgc))l Butanol
(LAB) (LBB) (LRuB) (LRoB)

Figura 17 -. Esquema com as informagdes dos extratos produzidos e aplicados ao estudo para
cada espécie.

4.2 ENSAIOS DE FIBRILACAO DE AMILINA in vitro

Nos ensaios de fibrilagdo de amilina, utilizou-se placa de 96 pocos preta com volume
de 200 pL por pogo. Foi adicionado em cada pogo 50 uM (C: 0,069 pg/pL) de amilina humana
sintética (Genscript; >95% pureza; estoque 2,5 mM em DMSO 100%; MM: 13,786), foi
incubada juntamente a 0,002 mg/mL (C: 200 pg/uL) dos extratos e particdes (estoque 20
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mg/mL em DMSO), 30 uM de Tioflavina T (ThT), um cromoforo fluorescente com elevado
tropismo por fibras amiloides, utilizado para monitorar cinética de agregacdo. O volume total
foi completado com tampéo de fosfato de sodio (Na,HPO., pH 7,0).

O ensaio de agregacao foi realizado em espectrofluorimetro Synergy H1 (Biotek) com
excitacdo ajustada a 440 nm e emissdo a 480 nm, com um filtro de corte de 475 nm. Apos ciclos
de agitacéo orbital por 10 segundos, as medidas foram coletadas por leituras a cada 3 minutos
por 72h. Os experimentos foram conduzidos a 25 °C. O controle negativo de inibicdo foi
realizado com a amilina em tampdo e como controle positivo foi utilizado 50 uM curcumina
(C: 0,018 pg/puL; MM: 368,38) como substancia de comparacdo da inibicdo da agregacéo
amiloide (SPARKS et al., 2012; DAVAL et al, 2010).

Os dados obtidos no equipamento foram exportados e processados através do software
GraphPad Prism 8.

43  PREPARO DOS EXTRATOS E PADROES PARA ANALISE POR LC-MS/MS

Foram pesados 1 mg dos extratos e padrdes em balanca analitica, sendo solubilizados
em 1 mL de metanol (1 mg/mL). Posteriormente, foi levado ao vortex por 1 minuto e
centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e transferido para

recipiente adequado.

Foram utilizados padrdes isolados e caracterizados pelo grupo em outros trabalhos, bem
como alguns adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha): apigenina 7-O-glicosideo (97%),
eriodictiol (>98%), naringenina (>95%), pinocembrina (>95%), sakuranetina (98%) e
verbascosideo (99%). A mistura de isovitexina/vitexina e isoorientina/orientina foi obtida de
Vitex polygama (LEITAO; DELLE MONACHE, 1998).

4.3 ANALISES DOS EXTRATOS POR LC-MS/MS

Foi utilizado o cromatografo de fase liquida Dionex UltiMate 3000 UHPLC Focused
com deteccéo por arranjo de diodos (DAD) associado ao espectrometro de massas LCQ Fleet,
ambos da Thermo Scientific (UHPLC-DAD-MS/MS). A coluna utilizada foi a Acquity UPLC
BEH C18 (2.1 mm X 100mm d.i., 1.7 pm, 100A), com fluxo de 0,450 mL/min e fase mével
composta por (A) agua com 0,1% acido formico e formiato de amonio e (B) acetonitrila nas
proporcdes apresentadas no Quadro 4. Os comprimentos de onda monitorados no DAD foram:
254 nm, 270nm, 330nm, 365nm.
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Quadro 4 - Gradiente utilizado nas analises cromatogréficas.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 95 5
5 95 5
25 - 100
30 - 100
31 95 5
36 95 5

Foi monitorada a faixa de massa 100 a 1000 m/z, obtidos por eletrospray (ESI) e por
atmospheric-pressure chemical ionization (APCI). As analises com ESI utilizaram o0s
parametros de temperatura do capilar 350 °C, fluxo sheat gas 20 U.A., fluxo aux gas 10 U.A.,
fluxo sweep gas 10 U.A. Para 0 modo positivo foi empregada voltagem na fonte 4 kV, corrente
na fonte 100 YA, voltagem do capilar 10V. Para 0 modo negativo foi empregada a voltagem na
fonte 5.5kV, corrente na fonte 100 pA e voltagem do capilar -12V.

As analises com APCI utilizaram os parametros de temperatura do capilar 150°C,
temperatura do vaporizador 350°C, fluxo sheat gas 20 U.A., fluxo aux gas 10 U.A., fluxo sweep
gas 0 U.A., voltagem da fonte 6 kV, corrente na fonte 20 WA, voltagem do capilar 27 V, modo
positivo. E para as analises no modo negativo foram aplicados os mesmos parametros com
excecao da voltagem do capilar 25 V.

Em todas as analises foi empregado branco de solvente no inicio, meio e fim da analise.
As analises dos extratos ocorreram em triplicata e foram injetadas em ordem aleatdria. As
analises dos padrdes foram realizadas em unicata em ambas as polaridades, utilizando a fonte
de ionizacdo APCI. Os dados adquiridos foram tratados e processados nos softwares
XCALIBUR verséo 2.2 SP1 e MZmine versdo 2.53.

44  ANALISE MULTIVARIADA DOS PERFIS DE MASSAS DOS EXTRATOS E
IDENTIFICACAO PUTATIVA

Os dados obtidos por LC-MS/MS foram processados utilizando o software MZmine. A
partir da lista total dos ions resultantes deste tratamento foram realizadas as analises

multivariadas e identificagcdo putativa.
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Utilizando o software MetaboAnalyst — statistical, functional and integrative analysis
of metabolomics data, versdo 5.0 (PANG et al., 2021), foram realizadas a analise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) e analise discriminante
por quadrados minimos (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares Discriminant Analysis). Os
dados foram inseridos no formato .csv, contendo a informacdo de m/z e &rea de cada ion, e
aplicado o escalonamento do tipo pareto. N&o foi aplicado o tratamento de normalizacéo ou
transformacéo.

A identificacdo putativa (anotacdo) dos ions foi realizada através do software Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS - http://gnps.ucsd.edu) (WANG et al.,
2016). Os dados foram exportados a partir do MZmine no formato .mgf e inseridos na
plataforma. Os parametros utilizados foram: precursor ion mass tolerance 1 Da, product ion
(fragment ion) tolerance 0,5 Da, matched peaks 5 e cosine score 0,7. Também foi utilizado o

banco de dados construido por nosso grupo (Custom database) utilizando o software MZmine.
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5. RESULTADOS
5.1 ENSAIOS DE FIBRILACAO AMILOIDE

O protocolo padrdo para o estudo do comportamento amiloide das proteinas, bem como
a busca por inibidores é o ensaio de fluorescéncia da tioflavina T (THT). Este € um ensaio que
pode ser realizado com praticidade, onde o0 aumento da fluorescéncia esté associado a formacao
de folhas  no agregado (SPARKS et al., 2012; DAVAL et al, 2010).

A medicdo de fluorescéncia de ThT geralmente apresenta uma curva sigmoidal como
resultado da agregacdo. No tempo inicial, normalmente ndo ha fluorescéncia detectada.
Conforme o tempo de incubacdo aumenta, inicia-se a deshaturacdo e agregacdo de proteinas,
visto que a temperatura e agitacdo usadas no ensaio contribuem para o processo de formacéo
amiloide e, assim, o sinal de fluorescéncia aumenta até atingir um platé. No caso de uma
substancia ou conjunto de substancias que sejam capazes de inibir a agregacdo, esse perfil
sigmoidal sera afetado, assumindo um perfil mais retilineo (Fig. 18) (BATZLI; LOVE, 2015).
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Figura 18 - Perfil de agregacéo em ensaios com ThT (adaptado de BATZLI; LOVE, 2015): A
— curva cinética obtida nos ensaios de agregagdo amiloide com uso do cromoforo tioflavina T;
B —estrutura do ThT.

Em nossas analises, todos os extratos de L. aristata e L. brasiliensis apresentam um
comportamento que indica certo grau de inibicdo (Fig. 19), com excec¢do dos extratos em
hexano (Fig. 19B e 15G). Para estes, a estabilizacdo da curva ja no estagio platd apresenta

tempo similar ao visto com o controle positivo constituido da amilina humana sem adicéo de
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aditivos (tampdo fosfato). Vemos um perfil mais retilineo para as amostras da particdo em
diclorometano, principalmente para L. brasiliensis (Fig. 19H), com pequenos incrementos de
fluorescéncia, entretanto com valores abaixo do observado para o controle de amilina (em
tampédo fosfato) e de curcumina em mesmo tempo de analise, o que indica um potencial de

inibicdo da agregacdo amiloide.
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Figura 19 - Graficos do ensaio fibrilagdo amiloide frente aos extratos de L. aristata e L.
brasiliensis: A - L. aristata (etanol) - verde; B - L. aristata (hexano) — verde-agua; C - L.
aristata (diclorometano) — azul; D - L. aristata (acetato de etila) — amarelo; E - L. aristata
(butanol) —rosa. F - L. brasiliensis (etanol) - verde; G - L. brasiliensis (hexano) — verde-agua;
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H - L. brasiliensis (diclorometano) —azul; I - L. brasiliensis (acetato de etila) —amarelo; J -
L. brasiliensis (butanol) — rosa. Amilina em tampé&o: controle negativo em preto; curcumina:
controle positivo em vermelho.

Para a espécie L. rubella, nota-se um perfil similar aos obtidos com os extratos de L.
aristata e L. brasiliensis com destaque para o extrato em diclorometano, que apresenta
incremento de fluorescéncia nas primeiras 20h, com posterior reducdo e estabilizacdo até ao
final do ensaio apresentando perfil linear e com nivel de fluorescéncia inferior ao visto com o
controle de curcumina (Fig. 20C).
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Figura 20 - Gréaficos do ensaio fibrilacdo amiloide frente aos extratos de L. rubella: A - L.
rubella (etanol) - verde; B - L. rubella (hexano) — verde-agua; C - L. rubella (diclorometano)
—azul; D - L. rubella (acetato de etila) — amarelo; E - L. rubella (butanol) — rosa. Amilina em
tampéo: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em vermelho.

Os extratos das espécies L. lacunosa e L. rotundifolia apresentam respostas similares no
ensaio de fibrilacdo amiloide (Fig. 21), os extratos em hexano alcangcam o estagio platd em
menos de 12h de ensaio, sendo semelhante ao tempo e nivel de fluorescéncia observado com o
controle de amilina sem aditivos. O extrato em diclorometano de L. rotundifolia (Fig. 21G)
apresenta um incremento de fluorescéncia nas primeiras 12h de ensaio, com aparente reducgéo
e estabilidade do sinal de fluorescéncia até ao fim do ensaio apresentando nivel inferior ao visto
com o controle de curcumina. Este perfil pode indicar a manutencgdo de fase anterior ao estagio
das fibras amiloides. Além disso, os extratos em acetato de etila de ambas as espécies (Fig. 21C

e H) apresentam perfil similar ao da curcumina, substancia utilizada como padréo de referéncia
de inibicdo.
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Figura 21 - Graficos do ensaio de fibrilagdo amiloide frente aos extratos de L. lacunosa e L.
rotundifolia: A - L. lacunosa (etanol) - verde; B - L. lacunosa (hexano) — verde-agua; C - L.
lacunosa (acetato de etila) — amarelo; D - L. lacunosa (butanol) — rosa. E - L. rotundifolia
(etanol) - verde; F - L. rotundifolia (hexano) — verde-agua; G - L. rotundifolia (diclorometano)
—azul; H - L. rotundifolia (acetato de etila) — amarelo; | - L. rotundifolia (butanol) — rosa.
Amilina em tampao: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em vermelho.

Os extratos de L. origanoides apresentaram diferentes perfis (Fig. 22). O extrato
etandlico de L. origanoides coletado no Vale das Videiras, LOVV (Fig. 22A), apresenta um
incremento de fluorescéncia nas primeiras 12h, entretanto ha uma reducdo deste valor e
estabilidade da curva cinética até o final do ensaio. O nivel de fluorescéncia observado se
mostrou inferior ao controle negativo, amilina sem aditivo, e ao controle positivo, curcumina,
indicando significativa acdo deste extrato na inibicdo da agregacdo amiloide. O extrato obtido
na regido Norte, LOM (Fig. 22B), e o0 extrato aquoso, LOPC (Fig. 22C), apresentam 0 mesmo

perfil de incremento da fluorescéncia em tempo inicial com aparente estabilizacdo posterior,
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entretanto com nivel de fluorescéncia similar a vista com a curcumina, o que indica presenca
de substancias com potencial capacidade inibitéria da agregagdo, porém nao apresentando

resultado tdo satisfatorio ao visto em LOVV.
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Figura 22 - Gréaficos do ensaio de fibrilacdo amiloide frente a extratos de L. origanoides: A -
LOVV: L. origanoides (etanolico) coletado no Vale das Videiras - verde; B - LOM: L.
origanoides (etandlico) coletado em Manaus. C - LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em
Petropolis. Amilina em tampdo: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em
vermelho.

Em resumo, ao analisarmos todos os extratos de Lippia, nota-se que 0s extratos em
hexano ndo apresentaram bom perfil de inibicdo, mostrando uma resposta de incremento de
fluorescéncia muito préxima a do controle negativo constituido da amilina humana em tampéo
fosfato (ausente de aditivos). N&o se encontram relatos acerca da atividade de substancias com
caracteristica lipofilica frente a agregacdo amiloide. Um exemplo de substéncia presente em
Oleo vegetal ¢é a aglicona oleuropeina (Fig. 9, pagina 50), um secoiridoide comum em azeite de
oliva extravirgem, quando ensaiado no modelo da tioflavina T foram capazes de interferir na
agregacdo da amilina, evitando a formacdo de agregados toxicos (RIGACCI et al., 2010).
Trabalhos relatam a reducdo de agregados amiloides de AR em camundongos tratados com
extrato de folhas de oliveira, onde a oleuropeina, se revelou um dos principais agentes anti-
amiloidogénicos (OMAR et al., 2019). Entretanto ainda é uma substancia com presenta de
muitos grupos oxigenados que possibilitam a formacdo e ligagdes de hidrogénio entre

substancia e proteina.
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Substéancias polares com mais de uma unidade glicosidica séo relatadas como inibidores
de agregacdo como a rutina (YU et al., 2015). Entretanto, os extratos mais polares empregados
na analise, como os butandlicos, apresentaram incremento de fluorescéncia do ThT proximo ao
encontrado com a curcumina, entretanto com variacdes entre as espécies. O extrato butandlico
de L. brasiliensis (LBB) apresenta uma elevacao do nivel de fluorescéncia ao final do tempo de
andlise indicando um retorno a agregagdo amiloide apds 50 h de estabilidade. Um perfil oposto
é observado em L. aristata, LAB, onde o nivel final de fluorescéncia ao final do tempo da
andlise é similar ao visto no inicio do ensaio.

Avaliando o conjunto de extratos de Lippia, as melhores respostas foram obtidas para
os extratos em diclorometano e em acetato de etila, além do extrato etandlico de L. origanoides
(LOVV), o que reforca que a atividade anti-amiloide, nestes extratos, esta especialmente

relacionada a participacdo de substancias fendlicas.

5.2 ANALISES DOS EXTRATOS POR LC-MS/MS

De um modo geral, na literatura hd um predominio do emprego da fonte de ionizacao
ESI nas andlises de produtos naturais realizadas por LC-MS. Esta fonte é universalmente
empregada em diversos estudos, apresentando uma capacidade de ionizar substancias de ampla
faixa de polaridade e de diferentes pesos moleculares. A fonte APCI apresenta uma capacidade
de ionizar substancias mais apolares, sem atingir uma faixa de peso molecular tdo amplo quanto
a ESI, mas suficiente para as analises em produtos naturais (BRECHT et al., 2020). Nosso grupo
de pesquisa vem utilizando esta fonte com frequéncia e tem verificado sua versatilidade no
estudo de extratos vegetais complexos, apresentando maior abundancia de ions e maior
intensidade observada (ALBINO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020; MENDONCA et
al., 2020).

Inicialmente, a fim de selecionar as melhores respostas analiticas, todos os extratos
foram analisados com as duas fontes de ionizagdo - ESI e APCI. A titulo de exemplo, na Fig.
23, estdo representados os cromatogramas obtidos do extrato etandlico de L. aristata analisados
tanto em ESI quanto por APCI. As diferengas nas respostas dos espectros e cromatogramas se
mostraram similares para todos os extratos: os resultados obtidos com fonte de ionizagdo ESI
no modo positivo apresentaram menor intensidade dos sinais e menor definigdo cromatogréfica,
com o ruido apresentando-se mais intenso do que os constituintes do extrato. A analise no modo
negativo apresentou melhor perfil, com maior intensidade, apesar do pequeno namero de sinais

visualmente identificados. Nas analises por APCI, em ambos 0s modos de ionizacdo, foi visto
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menor sinal de ruido, maior abundancia de sinais e intensidade superior. Portanto, para este

trabalho demos preferéncia ao uso da fonte APCI.
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Figura 23 - Cromatogramas do extrato etandlico de L. aristata em ESl e APCI: A -
cromatograma do extrato etandlico de L. aristata obtido com fonte ESI modo positivo, (B)
modo negativo; C - com fonte APCI modo positivo e (D) APCI no modo negativo.




58

Visando melhor compreensdo da composicdo quimica destes extratos, realizamos
anélises em mesmo método com padrdes de substancias descritas para o género Lippia. O
fenilpropanoide glicosilado verbascosideo apresenta-se distribuido em toda familia
Verbenaceae, sendo frequentemente identificado em espécies do género Lippia (ALIPIEVA et
al., 2014). A flavona glicosilada apigenina-7-O-glicosideo, bem como as flavanonas agliconas
naringenina, pinocembrina, sakuranetina e eriodictiol sdo descritos para espécies do género
Lippia, principalmente, para espécies relacionadas ao orégano como L. origanoides, L. palmeri,
e L. graveolens (FUNARI et al., 2012; STASHENKO et al., 2013; BARRETO et al., 2014;
GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2017). As flavonas C-glicosiladas vitexina, isovitexina e
isoorientina também sdo descritas para L. origanoides, orientina é relatada para a familia
Verbenaceae e putativamente identificada com base em dados de espectrometria de massas em
L. origanoides (MARI et al., 2015; LEITAO et al., 2017; LIANZA et al., 2022).

As analises com os padrées demonstraram maior prevaléncia de fragmentos a partir dos

sinais detectados no modo positivo como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 —Perfil obtido com andlise dos padrdes por APCI no modo positivo e negativo

Padréo Rt m/z Aduto MS?2
(min)
- ) 11,62 433 [M+H]" 271 (100)
Apigenina-7-0-glucosideo — 431 [M-H] 311 (5), 269 (100)
. 415 (100); 397 (55), 379 (20), 367
Vitexina/ Isovitexina 08l 433 [M+H] (40), 313 (20)
10,78 431 [M-HT 341 (6), 311 (100), 283 (5)
. 431 (100), 413 (55), 383 (50), 353
Orientina/ Isoorientina 10,37 449 [M+H] (20), 329 (25)
10,33 447 [M-HT 369 (10), 357 (50), 327 (100)
Narigenina 13,60 273 [M+H] -
9 13,56 271 [M-H] 177 (30), 151 (100)
16,04 257 [M+H]" 213 (100), 129 (20)
Pinocembrina - 255 (10), 213 (100), 187 (15), 169
16,04 255 [M-H] (10), 151.(35)
. 15,98 287 [M+H]" 299 (20), 285 (100), 203 (10)
Sakuranetina 15,93 285 [M-H] 268 (100)
. 289 (100), 271, 247, 179, 163 (80),
Eridioctiol 1267 289 [M+H] 153 (45)
12,65 287 [M-H] 269 (6), 151 (100), 135 (8)
) 11,17 642 [M+NHa]* 470 (100), 325 (50), 309 (20)
Verbascosideo 1115 623 [M-H] 261 (100), 315 (5)

Utilizando a comparagdo com o padrdo foi possivel indicar a presenga de algumas

substancias nos extratos de espécies de Lippia envolvidos no trabalho. Foi considerada a
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variacdo maxima de 0,5 minutos em relagdo ao tempo de retencdo observado na amostra € no
padrdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Deteccao de sinais dos padrdes localizados nas analises dos extratos por APCI
modo positivo e negativo.

Vitexina/ Orientina/ . . Pinocembrina  Verbascosideo
o A Naringenina

Isovitexina Isoorientina

LAA P - - -
LAB - - - -
LBA - - - -
LBB - - - -
LRuUE - - - -
LRuA P - - -
LRuB - - - -
LRoE - - - -
LRoA - - - -
LRoB - - - -

LLE - - - -
LLA - -
LOVV - -
LOM P P
LOPC P P

Extrato

W+ UTUVUTUVTTUVTTUVTTUVTTOUVTOUTUTOUVTTUVTVT DO

U U T
1 O O

Legenda: P: presente, ND: ndo detectado; LAA: L. aristata (acetato de etila); LAB: L. aristata (butanol); LBA:
L. brasiliensis (acetato de etila); LBB: L. brasiliensis (butanol); LRUE: L. rubella (etanol) LRuA: L. rubella
(acetato de etila); LRuB: L. rubella (butanol); LRoE: L. rotundifolia (etanol); LRoA: L. rotundifolia (acetato de
etila); LRoB: L. rotundifolia (butanol); LLE: L. lacunosa (etanol); LLA: L. lacunosa (acetato de etila); LOVV: L.
origanoides (etanol) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. origanoides (etanol) coletado em Manaus; LOPC:
L. origanoides (residuo aquoso) coletado em Petrépolis.

Como esperado, o verbascosideo se mostrou presente nos extratos em etanol, em acetato
de etila ou em butanol de todas as espécies, incluindo para espécies de L. brasiliensis e L.
aristata que ndo possuem trabalhos sobre a composicdo quimica fixa ou da presenca deste
fenilpropanoide. Entretanto, ndo foi detectado no extrato de LOM, apenas em LOVV e LOPC.
Vale ressaltar, no entanto, que alguns destes sinais podem estar relacionados a isdmeros de
mesma massa deste fenilpropanoide, visto o tempo de retencdo e fragmentagdo semelhante
entre essas substancias.

Dos sete padrdes de flavonoides utilizados, apigenina—7—O—glucosideo, sakuranetina e
eridioctiol ndo foram localizados em nenhum dos extratos analisados. Para os extratos das
especies L. aristata (acetato de etila) e L. rubella (acetato de etila) foi visto a presenca de
vitexina ou seu isdmero isovitexina, flavonoides que ainda ndo possuem relatos de presenca
nestas espécies na literatura. Para os extratos da espécie de L. origanoides foram localizados
quatro flavonoides com variagéo da presenca destes em cada extrato. No extrato LOVV, foi
detectada a presenca dos flavonoides naringenina e pinocembrina. Em relagdo ao extrato de

LOPC, foram localizados os flavonoides orientina/isoorientina, vitexina/isovitexina e
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naringenina. Sendo este o Unico extrato com detec¢éo dos flavonoides C-glicosilados em ambos
modos de ionizacdo. Para LOM, foi visto a presenca dos quatro flavonoides detectados nos
demais extratos de L. origanoides.

Fenilpropanoides, comumente encontrado em extratos em acetato de etila, séo relatados
como inibidores da agregagdo amiloide (SUN et al.,2020). Considerando os resultados obtidos
nas andlises de fibrilagdo amiloide onde os extratos em diclorometano, acetato de etila e
etanolico de L. origanoides (LOVV) apresentaram resultados mais satisfatérios, verificamos a
presenca do verbascosideo em alguns destes extratos. Destacamos a presenca nos extratos em
acetato de etila de L. aristata (LAA), L. rubella (LRuA), L. lacunosa (LLA), L. rotundifolia
(LROA) e L. brasiliensis (LBA), além do extrato etandlico LOVV (Tabela 2). O verbascosideo
(Fig. 24A) ¢ relatado como inibidor da agregagdo de AP associada a metal ou livre, in vitro, e
inibicdo de agregacdo de tau in vivo (camundongos) apresentando efeitos positivos
significativos na regulacdo do estresse no reticulo endoplasmatico, levando a maior
neuroprotecdo (KORSHAVN et al., 2015; WANG et al., 2020). O isoverbascosideo (Fig. 24B)
também esta relacionado a diminuicdo de depoésitos amiloides in vivo (ratos), além de inibir e
promover a degradacao de AP in vitro (SHIAO et al., 2017). Esses resultados indicam um
potencial de acdo do verbascosideo e seus isdbmeros, comumente relatados no género Lippia,
podendo estar relacionados ao perfil de inibicdo amiloide obtido nestes ensaios. Entretanto, o
resultado de maior estabilidade na inibicdo da agregagdo amiloide obtido com o extrato LOVV

parece estar mais relacionado a presenca das flavanonas agliconas.

OH

Figura 24 - Estrutura do verbascosideo (A) e do isoverbascosideo (B)
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5.2.1 ANALISE POR LC-MS DOS EXTRATOS DE L. origanoides NO MODO POSITIVO

A analise dos cromatogramas dos extratos de L. origanoides obtidos com a fonte APCI
no modo positivo demonstra significativa diferenca entre eles (Fig. 25). Visualmente, os ions
que se destacam como semelhantes entres os trés extratos sdo [M+H]* m/z 288 e [M+H]" m/z
316 com tempos de retencdo préximos entre si. Os fons [M+H]* m/z 502 e 501 foram vistos em
todas as analises, mesmo naquelas utilizando apenas os solventes da fase movel (branco),
tornando dubia a interpretacdo da presenca destes ions nas amostras. Apesar do uso de mesmo
solvente extrator para os extratos LOVV e LOM, existem diferencas visiveis entre os perfis
quimicos dos dois extratos como, por exemplo, a presenca do fon [M+H]" m/z 621 em L.
origanoides cultivada em Manaus. Apesar da menor riqueza de sinais no extrato de LOPC
frente aos extratos etandlico, a maior intensidade total do cromatograma foi obtida nas analises

deste extrato.
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Figura 25 - Cromatogramas dos extratos de L. origanoides em APCI positivo: A - LOVV: L.
origanoides (etanolico) coletado no Vale das Videiras; B - LOM: L. origanoides (etanolico)
cultivada em Manaus. C - LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivada em Petropolis.
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Para maior compreensao das diferencas entre os extratos desta espécie, foi realizado as
andlises de PCA. Esta é uma das ferramentas ndo-supervisionadas mais empregadas nos estudos
quimiomeétricos por possibilitar a compreensdo da forma como as amostras interagem entre sim,
bem como de padrbes ou agrupamentos. (SMOLINSKA et al., 2012; PILON et al., 2020). O
total de sinais obtidos ap6s o processamento dos dados no software MZmine foi utilizado para
estas analises. As separacdes obtidas na PCA (Fig. 26) corroboram as diferencas observadas
visualmente nos cromatogramas com fonte operada no modo positivo (Fig. 25). As triplicatas
de injecdo agrupam-se por extrato, mas os mesmos se diferem entre si indicando uma diferenca

significativa na composi¢do quimica destes.
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Figura 26 - Scores plot por PCA dos agrupamentos dos extratos apds processamento em

APCI positivo.
LOVV: L. origanoides (etanolico) coletado no Vale das Videiras em verde; LOM: L. origanoides (etandlico)

cultivada em Manaus em vermelho; LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivada em Petrépolis em azul.

Visto a separagéo obtida com a PCA, realizamos por PLS-DA visando indicios dos ions
mais significativos para a diferenciacdo destes extratos. Este € um método supervisionado que
permite maximizar a separagdo entre os grupos avaliados construindo um modelo que separa
os diferentes grupos de amostras com base em suas variaveis, ou seja, as caracteristicas dos
metabolitos detectados nos diferentes extratos de Lippia origanoides. No grafico de scores
visualiza-se a separagdo dos grupos e no grafico de loadings pode-se investigar 0s principais

ions se destacam na discriminagdo das amostras, semelhante ao visto nas analises em PCA
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(WANT; MASSON, et al., 2011; PILON et al.; 2020). Nos nossos resultados, verificamos uma
significativa separacdo entre os extratos utilizando os dados do modo positivo (Fig. 27). Os 5
fons de maior destaque na separacdo de cada um dos extratos sdo: [M+H]" m/z 285, 285, 240,
307 e 336 para LOVV; [M+H]" m/z 449, 360, 433, 449 e 449 para LOPC; e [M+H]" m/z 397,
621, 409, 315 e 397 para LOM (Fig. 27B).
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Figura 27 - Analises PLS-DA dos ions obtidos ap0s processamento dos dados no modo
positivo: A - Scores plot por PLS-DA dos agrupamentos dos extratos; B - gréafico de loadings

em APCI positivo. LOVV: L. origanoides (etandlico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. origanoides
(etandlico) cultivada em Manaus; LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivada em Petrépolis.
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No cromatograma do extrato LOM, o ion m/z 397 é detectado em dois diferentes tempos
de retencdo médio (Tm) distintos: 27,12 min e Tm: 31,57 min. Apesar desta diferenga, o perfil
de fragmentacdo é similar aos dois, com sinais [M+H] " m/z 315, 287, 261, 257, 243, 189, 147
e 161. Tal semelhanca parece indicar se tratar de ions isdbaros com caracteristicas compativeis
com a fragmentagao de um fitoesterol. O B-sitosterol (peso molecular 414, Fig. 28), comumente
apresenta pico base com perda de uma molécula de dgua em anélises utilizando APCI em modo
positivo, além de fragmento em [M+H]" m/z 161, correspondente a clivagem do anel C do
esteroide (MO et al., 2013). A presenca de outros ions diagnosticos € relatada no trabalho de
Patel et al. (2021) utilizando mesma fonte de ionizagdo como [M+H] " m/z 287, 257, 147. A
presenca deste fitoesteroide ja foi relatada no extrato metandlico de Phyla sidoides, espécie
pertencente a familia Verbenaceae, e anteriormente pertencente ao género Lippia
(MACAMBIRA et al., 1986). Além do mais, o B-sitosterol & de ocorréncia comum no reino

vegetal.
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Figura 28 — Estrutura do B-sitosterol e perfil de fragmentacdo do ion [M+H]" m/z 397
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O sinal de [M+H]" m/z 315 (Tm: 16,80 min) apresenta, como principal fragmento,
[M+H] * m/z 300 e fragmentos menos intensos de [M+H] * m/z 297, 282, 269, 256 (Fig. 29).
Esse padrdo de fragmentacdo € compativel com flavonoides monometoxilados, com perda
inicial de metila (-15, [M+H-CH3]"), sinal em [M+H]* m/z 300, como visto no trabalho de
LEAL (2021) na fragmentacéo utilizando fonte APCI em modo positivo do flavonoide 3,7- di-
O-metil-kaempferol ([M+H]" m/z 315). Entretanto, os demais fragmentos ndo sdo compativeis
aos apresentados neste trabalho, indicando se tratar de outra substancia de mesma massa. Vale
ressaltar, o indicio de perda de molécula de agua, indicando presenca de grupo hidroxila nesta

estrutura (-18, [M+H-CHz— H20]"), sinal em [M+H]" m/z 282.

[M+H - CHyJ™
300

Intensidade

301

[M+H]*
[M+H - CHy H,OF -(15 Da) 315

aoer

2061 256 269 282 -(18 Da) 297

oos | 1 - |
240 25 250 255 9 295 300

280 25 70 275 2680 265 290

m/z

Figura 29 — Perfil de fragmentacdo do sinal de [M+H] " m/z 315

Ademais, este ion de [M+H]" m/z 315 apresenta semelhancas com o flavonoide
cirsimaritina (peso molecular 314 Da) tendo perfil de comprimento de onda compativel (Fig.
30) com o demonstrado no trabalho de Grayer (2000), apresentando sinais em 275 e 336 nm.
Entretanto ndo foi localizado trabalhos relatando o perfil de fragmentacdo deste flavonoide.
Esta flavona é descrita para a espécie L. graveolens (LIN et al., 2007). Ndo foram encontrados
trabalhos relatando a atividade inibidora de agregacdo amiloide para este flavonoide, entretanto
foi demonstrado a capacidade de modulacéo do apoptose em células B pancreaticas (LEE et al.,
2017).
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Os ions [M+H]" m/z 621 (Tim: 26,50 min) e [M+H]" m/z 409 (Tim: 29,86 min) de LOM
nao foram identificados.

Em LOPC, o ion que mais se destaca é o de [M+H]" m/z 449 (Tm: 10,70 min). Este foi

putativamente identificado como orientina (peso molecular: 448Da) (Fig. 31), ou seu isOmero

isoorientina, por similaridade do seu perfil de fragmentacdo em comparacdo com a mistura

padrdo destes flavonoides, utilizada como referéncia. Destacam-se os fragmentos [M+H] * m/z
431 (pico base), 413, 395, 383, 353, 329, 299 e 287.
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m/z

Figura 31 — Perfil de fragmentacdo do ion de [M+H] * m/z 449 no modo positivo: A —
amostra LOPC; B — padrao orientina/isoorientina.
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Com o0 uso do padrédo contendo os flavonoides C-glicosilados vitexina, isovitexina,

orientina e isoorientina, foi possivel a caracterizacdo do ion [M+H]" m/z 433 (Tim: 11,13 min)

como vitexina ou seu isémero isovitexina (Fig. 32). Destacam-se os fragmentos [M+H] * m/z

415 (pico base), 397, 367, 313 e 285.
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Figura 32 - Perfil de fragmentacdo do ion de [M+H] * m/z 433 no modo positivo: A - amostra

LOPC; B - padrdo vitexina/isovitexina.

O perfil de fragmentacédo destes flavonoides C-glicosilados caracteriza-se pela perda de

moléculas de 4gua inicialmente e da fragmentacdo da unidade glicosidica (Fig. 33) (WARIDEL

etal., 2001).
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Figura 33 - Estrutura dos flavonoides C-glicosilados: A- orientina/vitexina, B — isovitexina/
isoorientina, C — fragmentacdo da unidade glicosidica em orientina, D — fragmentacao da
unidade glicosidica em isovitexina.

Dentre as substancias anotadas, algumas tém relato na literatura de interacdo com
proteinas amiloidogénicas. A isoorientina, por exemplo, demonstrou capacidade de inibir
enzimas relacionadas a fosforilacdo de proteinas envolvidas em agregados amiloides, tau, bem
como inibir rotas apoptoticas desencadeadas por AP, apresentando, consequentemente, efeito
neuroprotetor in vitro (LIANG et al., 2016; KIM et al., 2021). A orientina, igualmente,
apresenta beneficios frente efeitos citotoxicos de agregados AP, apresentando melhora dos
déficits cognitivos em camundongos, além da modulacdo dos niveis de estresse oxidativo e
minimizagdo da disfungdo mitocondrial (YU et al., 2015). Tratamento de células com o
flavonoide vitexina, antes de exposi¢do a AP, levou ao aumento da viabilidade celular superior
ao encontrado com o tratamento com quercetrina e isovitexina (GUIMARAES et al., 2015).
Isso indica a agdo positiva na inibicdo de citotoxicidade causada por agregados amiloides na
presenca de flavonoides glicosilados. Entretanto na investigacdo da inibi¢cdo da conformacao
amiloide da proteina transtirretina, TTR, foi visto que o flavonoide luteolina apresenta efeito
de estabilizacdo da proteina, enquanto o mesmo ndo é visto com a substancia glicosilada.
Anélises in silico demonstraram que a presenca da porcao glicosidica ndo permite a melhor
conformacdo de ligagdo a proteina (IAKOVLEVA et al., 2015). Analises da interagéo entre a

proteina e flavonoides glicosilados através de ressonancia magnética nuclear demonstram que
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a presenca da unidade glicosidica, em especial C-glicosilacdo e a presenca de dissacarideos,
levam a redugdo da afinidade de ligacdo em relagdo a oligdmeros AP (GUZZI et al., 2017).
Portanto, considerando a presenca destes flavonoides neste extrato, a diferenca no resultado
obtido no ensaio de fibrilacdo amiloide entre LOVV e LOPC pode ser influenciada por estes
flavonoides.

Por fim, o ion [M+H]* m/z 360 em LOPC, (T:m: 0,66 min) ndo foi identificado.

Em LOVV, os ions de m/z 285 (Tm: 16,66 min e 16,38 min) apresentam mesmo perfil
de fragmentacdo, com destaque para os fragmentos [M+H]* m/z 285 (pico base), 270, 242, 225
e 167. Os fragmentos de [M+H]* m/z 270 [M+H-CHz] e [M+H] " m/z 242 [M+H-CH3-CO] sdo
compativeis com o relatado para o flavonoide genkwanina (Fig. 34) (LI et al., 2012), sendo este
ion o mais relacionado a diferenciacdo do extrato LOVV. Este flavonoide é relatado em L.
origanoides (sinonimia L. rigida), e foi anotado em trabalho recente do grupo analisando este
mesmo extrato (OLIVEIRA, et al., 2013; LIANZA et al., 2022).

[M+H] * 285

528 Genkwanina

== MM: 284Da
4.8E2

4.0E2
3.882

e
w
Py

2,882

Intensidad

2.482

[M-+H-CH3]"
: 270
1.4E2
1282 (-15Da)
23 . + <~
[M+H-CH;-CO]
167 42 (-28 Da)
4.0EL
2,081 1?5 187 196 2|25 ’ |

0.080
140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240 250

8.0EL

256 261

m/z

Figura 34 — Perfil de fragmentacédo do ion [M+H]" m/z 285 e estrutura da genkwanina.

Em trabalho de 2021, foi demonstrada a capacidade inibitéria da agregacao amiloide de
amilina e AP pela genkwanina em ensaios de ThT, corroborada por analises de microscopia de
forca atbmica. Aléem disso, ensaios de docking molecular demonstraram que a interacéo entre
essa flavona e a por¢cdo amiloidogénica da amilina leva ao aumento de ligagdes de hidrogénio,

com acao de doador ou aceptor para os atomos de oxigénio O3, O4, OS5, intera¢ao m-m com o
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aminoacido aromaético fenilalanina (Phe23), e interacdo com os residuos de asparagina (Asn22)
e serina (Ser28) (XU et al., 2021).

Finalmente, os ions de [M+H]" m/z 240 (Tim: 16,35 min), [M+H]* m/z 307 (Tim: 25,74
min) e [M+H]" m/z 336 (Trm: 19,74 min) de LOVV néo foram identificados.

5.4 ANALISE POR LC-MS DOS EXTRATOS DE L. origanoides NO MODO NEGATIVO

Os cromatogramas obtidos por LC-MS utilizando a fonte APCI no modo negativo (Fig.
35) mostraram a presenca de ions de maior peso molecular e mais apolares em LOM, quando
comparado aos outros extratos. Em LOPC, destacam-se o0s ions de [M-H]  m/z 449 e 447,
concentrados na regido entre 10 e 12 minutos. Em LOVYV, os sinais de maior intensidade séo
[M-H] m/z 465, 287, 271 e 255, entre 10 e 16 minutos.
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Figura 35 - Cromatogramas dos extratos de L. origanoides em APCI negativo: A - LOVV: L.
origanoides (etanolico) coletado no Vale das Videiras; B - LOM: L. origanoides (etanolico)
cultivado em Manaus; C - LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivado em Petrépolis.

Considerando a diferenca do perfil obtido com as anélises no modo negativo, foi
realizada as analises de PCA visando confirmar a separacdo destes extratos como visto no
cromatograma. Assim como nas analises no modo positivo, o total de sinais obtidos apos o

processamento dos dados no software MZmine foi utilizada para estas analises. A PCA (Fig.
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36) corrobora as diferencas observadas visualmente nos cromatogramas. As triplicatas de

injecdo agrupam-se por extrato e a separacdo obtida com as PC denotam uma diferenciacéo

significativa entre os trés extratos.
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Figura 36 - Scores plot por PCA dos agrupamentos dos extratos apds processamento em APCI

negativo.
LOVV: L. origanoides (etandlico) coletado no Vale das Videiras em verde; LOM: L. origanoides (etandlico)

coletado em Manaus em vermelho; LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrdpolis em azul.

Na andlise por PLS-DA (Fig. 37), os extratos apresentam significativa separacao,
seguindo padrao visto na analise de PCA. No gréafico de loadings, indica-se maior relacdo dos
ions de [M-H] m/z 271, 255, 316, 283 e 287 ao extrato LOVV. Em LOPC, vemos 0s ions de
[M-H] m/z 447, 493, 387, 494 e 431. Para LOM, destacam-se os ions com [M-H]" m/z 597,
613, 612, 620 e 981. Esses dados reforcam a indicagédo visual da maior presenca de ions com

massa molecular mais elevadas em LOM frente aos outros dois extratos.
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Figura 37 - Analises PLS-DA dos ions obtidos ap0s processamento dos dados no modo
negativo: A - Scores plot por PLS-DA dos agrupamentos dos extratos; B - grafico de loadings

em APCI negativo.

LOVV: L. origanoides (etandlico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. origanoides (etanélico) coletado em
Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrépolis.
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Assim como no modo positivo, destacam-se em LOPC, ions relacionados aos
flavonoides C-glicosilados (Fig. 38). O ion de [M-H] m/z 447 (Tim: 10,25 min) é compativel
com o tempo de retengdo e fragmentacdo do padrdo de isoorientina/orientina (Ty: 10,33 min).

Assim como, o ion [M-H] m/z 431 (Trm: 10,79 min) é compativel com os resultados vistos com

0 padrao de isovitexina/vitexina (T: 10,78 min) (Tabela 2).
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Figura 38 - Perfil de fragmentacdo do ion [M-H] m/z 447 e 431 no modo negativo: A-
Fragmentacdo do ion [M-H]" m/z 447 na amostra LOPC; B- Fragmentacdo no padréo; C-
Fragmentag&o do ion [M-H] m/z 431 na amostra LOPC; D- Fragmentacdo no padrao.

O ion m/z 493 apresenta fragmento [M-H]" m/z 447, podendo indicar a formacéo de

aduto de acido formico (MM: 46 Da) a isoorientina, [447-H+46]". Entretanto, ndo foi detectado

a presenca de outros sinais de fragmentacao que pudessem subsidiar esta hipotese.

N&o foi possivel identificar o ion [M-H] m/z 387 (Tim: 0,65 min) com a presenca dos
fragmentos [M-H] m/z 341 (-46 Da) e [M-H] m/z 179 (-46Da -162Da), porém sao fragmentos
muito caracteristicos de acidos fendlicos (MARCHETI et al., 2019)

Apesar de ndo constar entre 0s 5 mais significativos no grafico de loadings obtido a

partir da analise de PLS-DA, o ion [M-H] m/z 623 apresenta-se relacionado ao extrato LOPC.
Este ion € detectado duas vezes em tempo de retencdo distintos. O ion em Tim: 11,17 min,
referente ao fenilpropanoide glicosilado verbascosideo, identificado por comparacdo com o
padrdo (Tr: 11, 15 min; Tabela 1). J4 0 ion no Trm: 11,43 min, apresenta fragmentag&o similar
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a vista com verbascosideo, tendo fragmentos de [M-H]" m/z 461 (-162 Da), relativo a perda do
acido cafeico, e [M-H]" m/z 315 (-162Da -146Da) relacionado a perda da ramnose (Fig. 39).
Esse perfil de fragmentacéo indica a possivel presenca de isobaro, tal como forsitosideo A, ou

0 isoverbascosideo, ambos relatados em Lippia (MARTINS et al., 2019).
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Figura 39 — Perfil de fragmentacéo do ion [M-H]" m/z 623: A- Fragmentacdo na amostra LOPC;
B- Fragmentag&o no padréo; C — estrutura verbascosideo.

Como demonstrado no cromatograma de LOM, os ions mais significativos sdo de maior
peso molecular e menor polaridade, quando comparados aos outros extratos, sendo [M-H]” m/z
597 (Trm: 24,13 min), 613 (Trm: 21,82 min), m/z 612 (Tm: 22,67 min), m/z 620 (Tim: 26,32) e
m/z 981 (Tm: 26,80 min). Entretanto, ndo foi possivel identificar os ions selecionados.

Em relacdo aos ions mais destacados em LOVYV, o ion de [M-H]  m/z 271 (Tm: 13,65
min) foi identificado como flavonoide naringenina (Fig. 40) por compara¢do com o tempo de

retencéo e perfil de fragmentagéo do padréo (T,: 13,56 min, Tabela 2).
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Figura 40 — Perfil de fragmentacdo do ion [M-H]  m/z 271 e estrutura da naringenina: A —
Fragmentacdo do ion [M-H] m/z 271 em LOVV; B — no padréo de naringenina; C- estrutura
naringenina

N&o ha relatados, até o momento, da atividade deste flavonoide frente a amilina.
Todavia, trabalhos demonstram que a naringenina inibe as enzimas envolvidas na agregacéo
amiloide de AP reduzindo a toxicidade in vitro (MD et al., 2018; ALl et al., 2019). Também foi
demonstrado que este flavonoide tem alta permeabilidade a barreira hematoencefalica, atuando
na melhora do aprendizado e memoria de ratos que receberam pré-tratamento, através da
reducdo do nivel de AP e dos processos inflamatdrios, especialmente no hipocampo
(GHOFRANI et al., 2015). Esses achados indicam o potencial de acdo desta substancia em
doencas amiloidogénicas.

O ion [M-H] m/z 255 (Tm: 16,09 min) foi igualmente identificado com uso de padrdo
como a pinocembrina (Ty: 16,04 min) (Fig. 41, Tabela 2). Foi demonstrado que este flavonoide
¢ capaz de reduzir o dano causado por proteina amiloidogénica (fAB1-40), levando ao aumento
da sobrevivéncia celular e inibindo vias de superproducéo de citocinas pré-inflamatorias em
células endoteliais cerebrais (LIU et al., 2014b). Também esta associada a inibi¢do do apoptose
por via mitocondrial (WANG et al., 2016). Em modelo animal, foi visto que a pinocembrina
esté associada a melhora da cognicdo em camundongos, por promover prote¢do neurovascular
com reducédo de mediadores inflamatorios e modulacdo de receptores envolvidos no processo
da amiloidogénese Ap (RAGE) (LIU et al., 2014a).
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Figura 41 — Perfil de fragmentagéo do ion [M-H]" m/z 255 e estrutura da pinocembrina: A —
fragmentacdo do ion de [M-H]" m/z 255 no extrato de LOVV; B - no padrédo de pinocembrina;
C - estrutura do flavonoide pinocembrina.

O ion de [M-H] m/z 283 (Trm: 16,14 min) apresenta massa compativel com o flavonoide
genkwanina, putativamente identificado nas analises no modo positivo. Apenas um fragmento
foi detectado, [M-H]" m/z 268 (Fig. 42), potencialmente relacionado a saida de um grupo metila

(-CHz5). Este perfil é compativel com o relatado na literatura (L1 et al., 2012).
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Figura 42 - Perfil de fragmentag&o do ion [M-H]" m/z 283 e estrutura da genkwanina
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O ion [M-H] m/z 287, apesar de massa compativel com o flavonoide eriodictiol, ndo
apresenta tempo de retengdo similar ao visto com as analises utilizando o padréo, apresentando
variacdo de 1 minuto (Tm amostra: 11,62 min e T, padrdo: 12,65 min). Além disso, ndo
apresenta sinais de fragmentacéo diferentes do padréo, sendo [M-H] m/z 269, 259 (100), 243,
201, 180; enquanto o padrdo de eriodictiol apresentou os sinais de [M-H]  m/z 269, 151 (100),
135.

5.5 PERFIL DOS EXTRATOS DE L. origanoides

Poucos ions destacados nas analises por PLS-DA se repetiram em ambos os modos de
ionizacao, indicando a relevancia da analise em modo positivo e negativo de ionizacdo para
melhor caracterizacdo do extrato por LC-MS.

Das substancias identificadas, vemos predominancia de flavonoides glicosilados no
extrato aquoso de LOPC, indicando que a extracdo por decoccdo leva a uma maior presenca de
substancias glicosiladas (hidrofilicas) e que ndo aparentam contribuir positivamente para a
inibicdo da agregacdo amiloide. Contudo, trabalhos indicam o potencial destas substancias na
modulacdo de outros fatores relacionados a danos citotoxicos decorrentes da agregacdo
amiloide (CHOI et al., 2014). Vale ressaltar, no entanto, que flavonoides glicosilados, como
rutina (YU et al, 2015), e fenilpropanoides glicosilados como verbascosideo e
isoverbascosideo séo relatados como inibidores da agregacdo amiloide ou, ainda, promotores
da degradacdo das fibras formadas, sendo este um importante mecanismo para 0
remodelamento de conformac@es toxicas em atoxicas (KORSHAVN et al., 2015; SHIAO et al.,
2017; SUN et al., 2020; WANG et al., 2020).

Em LOM, a maior predominancia de substancias como fitoesterdis pode estar
relacionada a diferenca entre o resultado obtido com este extrato e ao visto em LOVV nos
ensaios de inibicdo da fibrilacdo amiloide. Apesar das possiveis intera¢des hidrofébicas com a
proteina, sdo as interacGes por ligacdo de hidrogénio e entre residuos aromaticos que
estabilizam mais adequadamente a regido amiloidogénica da amilina (PATEL et al., 2017; XU
etal., 2017; ALKAHTANE et al., 2021).

A presenca de flavonoides ndo glicosilados e com presenca de grupos hidroxilas
disponiveis para formar ligacdes de hidrogénio com a amilina em LOVV, pode ser um dos
principais fatores envolvidos na agdo observada com possivel inibi¢do da agregacdo amiloide,
apresentando até mesmo fluorescéncia inferior ao visto com o controle de curcumina

(MAHBOOB et al., 2023). Apesar de estudos relacionarem os flavonoides naringenina e
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pinocembrina a diferentes efeitos benéficos revertendo efeitos toxicos causados por agregados

amiloides, ndo foram encontrados trabalhos relatando a propriedade de inibicdo da agregacao
amiloide por estes flavonoides (LIU et al., 2014A; GHOFRANI et al., 2015).

Resumo das substancias destacadas nas analises de PLS-DA esta disposto na Tabela 3.

Tabela 3 - Substéancias destacadas no PLS-DA identificadas nos extratos de L. origanoides.

Extrato Substancias Tr m/z Aduto MS? Atividade
(min) relacionada
Genkwanina 16,66 285 [M+H]* 285 (100), . .
270, 242, 225, 'nibe agregagdo
167 amllo@_e (ABe
16,14 283 [M-H] 268 (100) amiling)
N.1. 16,35 240 [M+H]* 240, 223, 212, -
196, 183
(100), 165
N.I. 25,74 307 [M+H]* 261 (100), -
243, 218, 177,
163
LOVV N.I. 19,74 336 [M+H]* 319 (100) -
N.I. 1356 316 [M-H]: 317, 289 (100) -
Naringenina 13,65 271 [M-H] 227,177,151 Reducdo sinais
(100) inflamatorios e
inibicdo enzimética
Pinocembrina 16,09 255 [M-H] 255, 213 Reducdo sinais
(100), 187, inflamatorios e
151, 145 inibicdo enzimatica
N.I. 11,62 287 [M-H] 269, 259 -
(100), 243,
201, 180
B-sitosterol 27,12 397 [M+H]* 315, 287, 261, -
257,243
(100), 189,
161, 147
N.1. 26,50 621 [M+H]* 589, 561 -
(100), 515,
461
N.1. 24,84 409 [M+H]* 393, 339, 299, -
285, 271, 231,
243,217
(100), 203,
191
LOM Flavonoide 16,81 315  [M+H]* _ 300 (100), 269 -
metoxilado
Fitoesterol 31,57 397 [M+H]* 315, 287, 257 -
(100), 243,
189, 161, 147
N.I. 2413 597 [M-H] 444 (100) -
N.I. 2182 613 [M-H] 580 (100), 548 -
N.I. 2267 612 [M-H] 594 (100) -
N.I. 26,32 620 [M-H]- 620, 519 -
(100), 504,
461, 446
N.I. 26,80 981 [M-H] 933 (100) -
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Tabela 3. Substancias destacadas no PLS-DA identificadas nos extratos de L. origanoides.
(continuagéo)

Orientina/ 10,70 449 [M+H]* 431 (100),
Isoorientina 413, 395, 383,
353, 329, 299,
287
10,25 447 [M-H] 369, 357
(100), 327
N.I. 0,66 360 [M+H]* 343, 324
(100), 307,
288, 276, 259,
163
Vitexina/ 11,13 433 [M+H]* 415 (100),
Isovitexina 397, 379, 367,
351, 337, 313,
295
10,79 431 [M-H] 413, 395, 341,
311 (100), 283
N.I. 11,39 449 [M+H]* 431, 413, 395,
383, 353, 329,
299, 287 (100)
N.I. 10,35 493 [M-HT 447 (100), 375 -
N.I. 0,65 387 [M-HT 341 (100) -
N.I. 10,89 494 [M-HT 448 (100), 405 -

LOPC

Legenda: N.l. — ndo identificado; LOVV: L. origanoides (etandlico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L.
origanoides (etandlico) coletado em Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrépolis

A influéncia da acdo destas substancias esta bem correlacionada com a maior presenca
em cada extrato. Visto a identificacdo dos flavonoides com uso do padrdo nestes trés extratos e
0 destaque para a presenca de flavonoides no extrato LOM, avaliamos a porcentagem relativa
visando compreender a propor¢do destas substancias nestes extratos (Tabela 4). Vemos,
primeiramente, uma corroboracdo dos resultados obtidos nas analises de PLS-DA, com maior
presenca dos flavonoides C-glicosilados em LOPC, e das agliconas naringenina e pinocembrina
no extrato LOVV. Apesar da deteccdo de todos os flavonoides em LOM, estes ndo séo
representativos na composicdo total do extrato em nossas analises por LC-MS. Reforcando a
maior diferenca deste extrato frente aos demais da mesma espécie. Apesar da abundante
distribuicdo do verbascosideo nas espécies de Lippia, vemos que nestes trés extratos a presenca
deste fenilpropanoide glicosilado ndo se apresenta com destaque na composicao destes extratos.

Considerando a maior presenca dos flavonoides C-glicosilados no extrato de LOPC
comparado aos demais, bem como a concentracdo mais significativa de agliconas em LOVV e
baixa em LOM, levantam indicios que a presenca destas substancias podem estar relacionadas
aos diferentes perfis vistos no ensaio de fibrilago amiloide e que as agliconas podem
influenciar mais positivamente na inibicdo da agregacdo amiloide de amilina humana como
demonstrado em trabalhos na literatura (GUZZI et al., 2017; IAKOLEVA et al., 2015). Vale
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ressaltar, no entanto, que estas substancias glicosiladas apresentam diversos efeitos positivos
na melhora da solubilidade em agua e estabilidade quimica, bem como efeitos bioldgicos de
minimizacdo de efeitos toxicos gerados por agregados amiloides (GUZZI et al., 2017). Sédo
necessarios mais estudos visando a maior compreensao da interacdo tanto das agliconas, quanto

destes flavonoides glicosilados com agregados amiloide da amilina humana.

Tabela 4 - Propor¢do das substancias identificadas com os padrdes nos extratos de L.
origanoides

Substancia LOVV (%) ? LOM (%) ® LOPC (%) ®
L 35,5% (+)
- 0,
Vitexina/ isovitexina 0,3% (+) 4,3% (-)
. 9% (+)
0, 0,
Orientina/isoorientina 0,09% (+) 0,6% (+) 19,8% (-)
Naringenina 22,7% (-) 2,3% (-) 0,4% (-)
Pinocembrina 18,4% (-) 0,2% (-) -
; 0,7% (+)
04 (- -
Verbascosideo 0,1% (-) 3% ()

Legenda: LOVV: L. origanoides (etanolico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. origanoides (etandlico)
coletado em Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petropolis.

2Porcentagem relativa calculada pela area de cada pico em relacdo ao somatério da rea total de todos os picos no
cromatograma no modo positivo e negativo de ionizago. +: identificada no modo positivo; -: identificado no modo
negativo.

Estes resultados corroboram resultados anteriores acerca dos diferentes resultados de
atividade bioldgica encontrados com os extratos de L. origanoides. O extrato de LOM
apresentou maior capacidade de inibigdo da enzima a-glucosidase em relagdo ao extrato de
LOVV (LIANZA etal., 2021). Resultado oposto ao encontrado em nossas analises de fibrilacéo
amiloide. Estes resultados reforcam o potencial deste género para a busca de novas substancias
ativas para diversas finalidades, mas também demonstram necessidade de maior compreensdo

da influéncia de fatores externos na composicao metabdlica de L. origanoides.



81

6. CONCLUSAO

O presente trabalho reforca o potencial de espécies nativas brasileiras para a descoberta
de potenciais fontes de substancias com atividade anti-amiloide frente a amilina humana, sendo
este o primeiro relato de trabalho relacionado a amiloidoses com espécies do género Lippia.

Os resultados mais satisfatorios na inibicdo amiloide estdo relacionados aos extratos de
média polaridade, com destaque para extratos em etanol, diclorometano e acetato de etila. O
extrato etanolico de L. origanoides coletado em regido de altitude apresentou 0os menores
valores de incremento na fluorescéncia de ThT, além de um perfil mais linear indicando maior
estabilizagdo da amilina em sua conformagao néo fibrilar.

As diferentes regides de coleta demostraram um impacto significativo na composi¢édo
quimica dos espécimes de L. origanoides, além do solvente extrator. Através das analises por
LC-MS foi observada a presenca de substancias de maior peso molecular nos extratos de LOM,
quando comparado aos demais, bem como sinais relacionados a substancias de carater mais
apolares como p-sitosterol. Para LOPC, foi identificado presenca mais significativa de
flavonoides C-glicosilados na composicdo deste extrato. No extrato de LOVV, a presenca das
agliconas naringenina, pinocembrina e genkwanina sdo mais relacionadas, indicando que a
regido de altitude influencia na producdo metabodlica de flavonoides ndo glicosilados que
parecem ser melhor relacionados a inibi¢&o da agregagdo amiloide.

Este € o primeiro relato do estudo com espécies do género Lippia na busca de potenciais
inibidores da agregacdo amiloide da amilina humana. A observacao da atividade nestes extratos,
em especial em LOVYV, indicam uma promissora fonte de agentes anti-amiloidogénicos, sendo
necessario, no entanto, estudos posteriores por técnicas de microscopias que permitam a
confirmacdo da atividade inibitdria destes extratos e/ou estas substancias potencialmente mais
relacionas a atividade de inibicdo da formacao de fibras, bem com a toxicidade dos complexos

formados entre as substancias e a amilina. Tais abordagens continuam sendo investigadas pelo

grupo.
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