
 

 

Universidade Federal do Rio de Janeiro 

Centro de Ciências a Saúde 

Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia Vegetal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Investigação de metabólitos com ação anti-amiloide pancreática em 

espécies de Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS 

 

 

 

 

 

Mestranda: Thamirys Silva da Fonseca 

Orientadora: Prof.ª Drª Suzana Guimarães Leitão 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2023 

  

  



 

 

Investigação de metabólitos com ação anti-amiloide pancreática em espécies de 

Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa 

de Pós-Graduação em Biotecnologia Vegetal e 

Bioprocessos (PBV) da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ) como requisito para 

obtenção do grau de Mestre em Biotecnologia 

Vegetal. 

 

 

 

 

Mestranda: Thamirys Silva da Fonseca 

Orientadora: Prof.ª Drª Suzana Guimarães Leitão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Investigação de Metabólitos com ação anti-amiloide pancreática em espécies de 

Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa 

de Pós-graduação em Biotecnologia Vegetal e 

Bioprocessos (PBV) da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ) como parte dos requisitos 

necessários para a obtenção do grau de Mestre em 

Biotecnologia Vegetal. 

 

 

 

Prof. Dr. Leandro Machado Rocha 

Universidade Federal Fluminense – UFF 

 

 

Profª. Drª. Ivana Correa Leal 

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ 

 

 

Profª. Drª. Michelle Frazão Muzitano  

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ 

 

 

 

Profª. Drª. Suzana Guimarães Leitão 

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ 

 

 

Rio de Janeiro, 23 de março de 2023 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço, primeiramente, a Deus pelo sustento e direção que permite continuar mesmo 

com incertezas e medos. 

Agradeço à minha família. Todas as minhas conquistas só são possíveis por tê-los em 

minha vida, possuo infinitos motivos para agradecê-los. Particularmente, à minha mãe Luciane 

por aceitar participar das mais diversas aventuras como pesar extratos em pleno 2020 e em 

tantas outras idas ao Fundão, apenas para garantir que eu pudesse fazer o que era necessário, 

mas com segurança. Não posso deixar de destacar Márcia, Bruno, Clara, Benício e Theo que 

são minha família, ouvidos para reclamações e fonte de palavras doces e aconselhadoras. Vocês 

são fundamentais para minha vida. 

Agradeço, especialmente, à Professora Suzana G. Leitão, Tia Su para muitos e mamãe 

para nós. Quando cheguei ao laboratório procurando um estágio de iniciação científica em 

2016, não imaginava o quanto minha vida seria mudada. A senhora me apresentou a 

Farmacognosia, a importância da pesquisa e ciência brasileira, me fez descobrir habilidades e 

gostos que eu sequer sabia. Muito obrigada pelo carinho, cuidado, confiança e conselhos. Me 

orgulho muito de ser sua aluna e espero ser uma pesquisadora tão competente e inspiradora 

quanto a senhora.  

Agradeço ao Professor Luís Maurício T.R. Lima pela parceria. Obrigada pelo ensino 

compartilhado. 

Agradeço à professora Gilda G. Leitão, que me acolheu há tanto tempo nesse mundo 

da Cromatografia Contracorrente. Prometo que sempre teremos café.  

À amada Professora Rosineide C. Simas, a nossa Rosy, que muda a vida de todos com 

quem se encontra. Obrigada por tanta ajuda, realizações e conselhos. A mulher de rosto tão 

sério que me assustou no início, mas se revelou a pessoa mais doce e acolhedora que já conheci. 

A senhora está presente desde a minha primeira viagem de avião à definição de escolhas 

importantes. Não irei esquecer seus ensinamentos e prometo continuar tentando ser tão 

compreensiva quanto você.  

À família do Laboratório de Fitoquímica e Farmacognosia – LabFitoFar, por todo o 

companheirismo não apenas na vida acadêmica, mas em todos os aspectos. Simony, Brendo e 

Marcos, obrigada pelas risadas, conselhos, café, lanches e tudo mais. Sempre estarei torcendo 

pela alegria e conquistas de vocês em todas as áreas. Trabalhar com vocês é animador, sempre 

proporciona novos conhecimentos e o apoio de vocês é fundamental. Admiro muito a postura, 

a disposição em fazer tantas coisas e espero que possamos continuar um colaborando com o 



 

 

outro.  Obrigada pelas ajudas com as análises, por sempre serem meus revisores e por tanto 

mais que fazem por mim. Ray, obrigada por tanta ajuda e ser tão solícita. Você é minha vegana 

favorita. Aline, obrigada por ser a nosso ponto de calmaria mesmo que não acredite. Mari, 

obrigada por ter acompanhado as análises iniciais e sempre responder tantas dúvidas minhas. É 

sempre uma honra passar perrengue contigo. Diégina e Evelyn, é muito bom ter vocês no grupo. 

A dedicação de vocês é inspiradora. Um agradecimento especial a todos os alunos de iniciação 

científica do laboratório. Sem dúvida, vocês são fonte de alegria. Espero que possamos seguir 

em uma ótima troca de ensinos e conselhos. E não poderia deixar de agradecer aos pequenos 

que são parte desta família: Caio, Davi, Nina e Catarina. Prometo sempre ter pipetas de plástico 

para brincar de cientistas com vocês. Existe um pedacinho de cada um não apenas neste 

trabalho, mas na minha formação como pessoa. 

Às minhas amigas Brenda, Darlene, Rebeca, Fernanda, Thainá e Lilia. Nossa ligação 

iniciou no ensino médio, tanta coisa já passou e mudou, mas não consigo me imaginar sem 

compartilhar as vitórias e derrotas com vocês. Tenho muito orgulho das mulheres que são. 

Raphaela, obrigada por ser a amiga da casa com piscina. Obrigada pelas risadas, por sempre 

me ajudar a relaxar mesmo sem saber e por tanto mais que faz por mim, muitas vezes, sem se 

dar conta. 

Marcela e Camila, ou melhor, Pan e Milla. Obrigada por, mesmo em outros estados, 

sempre serem aquelas dispostas a ouvir e apoiar mesmo sem entender o que estou falando. 

Jamais poderia imaginar criar um elo tão poderoso apenas por um gosto em comum. E assim, 

espero que possamos seguir. Compartilhando nossas vidas, podendo sempre contar umas com 

as outras.  

Agradeço a toda a equipe de docentes e servidores do Programa de Pós-Graduação em 

Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, bem como aos colegas do curso, por todo auxílio e 

ensinamentos passados durante toda a minha formação. Minha entrada no programa foi rodeada 

de incertezas, com os efeitos da pandemia, as terríveis ondas de aumento de casos que sempre 

retornavam e um governo que desprezava a ciência. Mesmo assim, nunca vi nenhum membro 

do programa esmorecer e isso se reflete nas conquistas alcançadas por todos os membros.  

Agradeço à banca examinadora por aceitar o convite, de forma tão rápida e 

entusiasmada, para participar deste momento tão importante para mim e minha orientadora. 

Por último e não menos importante, agradeço à Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior/CAPES e também à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do 

Rio de Janeiro/FAPERJ, pelas bolsas concedidas e financiamento desta pesquisa. 



 

 

RESUMO 

Fonseca, Thamirys Silva. Investigação de Metabólitos com ação anti-amiloide pancreática em 

espécies de Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS. Rio de Janeiro, 2023. Dissertação - 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro de Ciências da Saúde, Programa de Pós-

Graduação em Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos, 2023. 

O gênero Lippia apresenta-se amplamente distribuído nas Américas, com destaque para o 

Brasil, e apresenta diversas espécies empregadas tradicionalmente para fins medicinais. A 

presença de agregados amiloides está correlacionada à graves patologias, como a diabetes, onde 

há presença de depósitos de amilina nas ilhotas pancreáticas de 90% dos pacientes com diabetes 

mellitus tipo 2. A amilina é um produto secretório das células β pancreáticas, cossintetizado e 

cossecretado com a insulina. A inibição desta via amiloidogênica é importante fator para 

retardar o avanço do quadro patológico, além dos benefícios na homeostase glicêmica devido 

à ação fisiológica da amilina. Com isso, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade inibitória 

da amilina humana por extratos de espécies do gênero Lippia e investigar o perfil químico dos 

mesmos, buscando melhor compressão da atividade observada. Os ensaios de fibrilação 

amiloide indicaram melhor perfil de inibição pelos extratos em etanol, diclorometano e acetato 

de etila. O extrato etanólico de L. origanoides promoveu estabilização da amilina na fase inicial 

da agregação, apresentando sinal de fluorescência inferior ao encontrado para a curcumina, 

utilizada como controle positivo. Os resultados obtidos para os diversos extratos de Lippia estão 

ligados a diferenças em suas composições químicas. A presença de flavonoides tais como as 

agliconas genkwanina, naringenina e pinocembrina no extrato mais ativo, indica a importância 

de substâncias fenólicas e hidroxiladas para a interação com a amilina, estabilizando-a em sua 

forma monomérica. Flavonoides C-glicosilados e fenilpropanoides glicosilados também podem 

estar influenciando a atividade observada. Dessa forma, foi demonstrado que espécies do 

gênero Lippia se caracterizam como possível fonte de substâncias fenólicas com ação anti-

amiloide pancreática podendo ser empregadas para estabilização da amilina humana.   

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

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Fonseca, Thamirys Silva. Investigação de Metabólitos com ação anti-amiloide pancreática em 

espécies de Lippia (Verbenaceae) por LC-MS/MS. Rio de Janeiro, 2023. Dissertação – 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro de Ciências da Saúde, Programa de Pós-

Graduação 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 β 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. INTRODUÇÃO 

1.1 AMILOIDOSES 

 

A primeira descrição de um tecido contendo “pedra branca” foi realizada em 1639, mas 

a o termo amiloide (derivado de "amylon" e “amylum”) foi introduzido por Rudolf Virchow em 

1854, descrevendo uma substância patológica considerada relacionada à 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 doença originada pelas fibrilas amiloides ou durante o 

processo de sua formação. Assim, este termo é usado apenas para os resultados da agregação 

proteica patológica da qual humanos e animais podem sofrer (BENSON et al., 2020). Nesta 

agregação, as moléculas assumem a conformação de folha β e se ligam umas às outras por 

ligação de hidrogênio e outras interações (ROCHET; LANSBURY, 2000). Essa agregação leva 

a formação de fibrilas finas e estáveis (WESTERMARK et al., 2011). Assim, a estrutura básica 

do amiloide é a fibrila. Esta é construída por protofilamentos torcidos, que nada mais são do 

que camadas de proteínas na conformação de folha β. Além disso, outros componentes como 

P-amiloide sérico e proteoglicanos sulfatos de heparano são encontrados nos depósitos 

amiloides (BUXBAUM et al., 2022). 

Na natureza, as fibrilas de folha β são adaptadas para muitos propósitos. Como é o caso 

de diferentes estruturas bacterianas, como biofilmes, que possuem composições fibrilares de 

folha β. No ser humano, há diversos exemplos como a melanina, que está ligada ao 

transportador fibrilar de folha β (p-mel) nos melanossomas, as proteínas de ligação ao elemento 

de poliadenilação citoplasmática (CPEB) relacionadas ao processo de consolidação da 

memória, além do armazenamento de hormônios proteicos em grânulos secretores do sistema 

endócrino como hipófise  (Fig. 1), sendo estas as organelas onde ocorrem a síntese e deposição 

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 às 

diferentes doenças sistêmicas potencialmente letais como amiloidose AL (ou amiloidose 

primária) causada, dentre outros fatores, pela superprodução de uma cadeia leve de 

imunoglobulina amiloidogênica tendo intensa relação com o mieloma múltiplo. Há diversas 

doenças para as quais a amiloide ou agregados de proteína amiloide (oligômeros citotóxicos, 

protofibrilas) são característicos, mas ainda não são denominadas como tais na prática clínica 

como doença de Alzheimer (DA; proteína amiloide: Aβ), doença de Parkinson (DP; proteína 
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amiloide: αSyn) e diabetes tipo 2 (DMT2; proteína amiloide hIAPP) (BENSON et al., 2020).  

 

Figura 1- Amiloides no ser humano: fisiológico e patológico. Adaptado de STROO et al., 

2017. 

 

 

Ao todo, há 45 proteínas amiloides reconhecidas até o momento, dispostas no Quadro 

1. 

 

Quadro 1- Proteínas fibrilares amiloides e seus precursores em humanos (adaptado de 

BUXBAUM et al., 2022). 

Nº Proteína 

fibrilar 

Proteína Precursora S e/ou 

L 

A ou 

H 

Órgãos Alvos 

1 AL Cadeia Leve de 

Imunoglobulina 

S, L A, H Todos os órgãos, exceto, 

geralmente, SNC 

2 AH Cadeia Pesada de Imunoglobulina S, L A Todos os órgãos, exceto 

SNC 

3 AA (Apo) Amiloide A sérica S A, H Todos os órgãos, exceto 

SNC 

4 ATTR Transtirretina, tipo selvagem S A Coração principalmente em 

homens, pulmão, 

ligamentos, tenossinovite 

5  Transtirretina, variantes S H SNP, SNA, coração, olhos, 

rins, leptomeninges 

(aracnoide e pia-máter) 

6 Aβ2M β2-microglobulina, tipo selvagem S A Sistema 

musculoesquelético 
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7  β2-microglobulina, variantes S H SNA, coração, língua 

8 AApoAI Apolipoproteina A I, variantes S H Coração, fígado, rins, SNP, 

testículos, laringe 

(variantes C-terminal), pele 

(variantes C-terminal) 

9 AApoAII Apolipoproteina A II, variantes S H Rins 

10 AApoAIV Apolipoproteina A IV, tipo selvagem S A Medula renal e sistêmica 

11 AApoCII Apolipoproteina C II, variantes S H Rins 

12 AApoCIII Apolipoproteina C III, variantes S H Rins 

13 AGel Gelsolina, variantes S H Rins, SNP, córnea 

14 ALys Lisozima, variantes S H Rins 

15 ALECT2 Fator Quimiotático de Leucócitos-2 S A Rins, principalmente 

16 AFib Fibrinogênio α, variantes S H Rins, principalmente 

17 ACys Cistatina C, variantes S H SNP, pele 

18 ABri ABriPP, variantes S H SNC 

19 ADanb ADanPP, variantes L H SNC 

20 Aβ Precurssor da proteína Aβ tipo 

selvagem, 

Precurssor da proteína Aβ, variante 

L 

L 

A 

H 

SNC 

SNC 

21 AαSyn α-Synucleina L A SNC 

22 ATau Tau L A SNC 

23 APrP Proteina Prion tipo selvagem 

 

 

Proteina Prion variantes 

L 

 

 

L 

A 

 

 

H 

Doença de Creutzfeldt-

Jakob (CJD), insônia fatal 

 

CJD, Doença de 

Gerstmann-Sträussler-

Scheinker (GSS), insônia 

fatal 

24  Proteina Prion variante S H SNP 

25 ATMEM106

B 

Transmembrana 106B (TMEM106B) L A Doenças de degeneração 

do lobo frontotemporal 

26 ACal (Pro)calcitonina L 

 

S 

A 

 

A 

Tumores tireoides 

 

Rins 

27 AIAPP Polipeptídeo Amiloide da Ilhota 

Pancreática ou Amilina 

L A Ilhotas de Langerhans, 

insulinomas 

28 AANP Peptídeo Natriurético Atrial L A Átrio cardíaco 

29 APro Prolactina L A Prolactinoma, Hipófise 

(associado à idade) 

30 ASom (Pro)somatostatina L A Somatostatinomas 

31 AGluc Glucagon L A Glucagonomas 

32 APTH Hormônio Paratireoide L A Tumor paratireoide, 

Glândulas paratireoide 

(associado à idade) 

33 AIns Insulina L A Iatrogênico, injeção local 

34 AEnf Enfurvitida L A Iatrogênico, injeção local 

35 AGLP1 Análogo do peptídeo 1 semelhante ao 

Glucagon 

L I Iatrogênico, injeção local 

36 AIL1RAP Proteína antagonista do receptor de 

Interleucina-1 

L  Iatrogênico, injeção local 

37 ASPCd Proteína surfactante de Pulmão L A Pulmão 

38 ACor Corneodesmosina L A Epitélio córneo, folículos 

capilares 
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39 AMed Lactaderina (MFG-E8) L A Aorta (associado à idade), 

artérias elásticas 

40 AKer Cerato-epitelina L A Córnea, hereditário 

41 ALac Lactoferrina L A Córnea 

42 AOAAP Proteína odontogênica associada a 

ameloblastos 

L A Tumores odontogênico 

43 ASem1 Semenogelina 1 L A Vesícula seminal 

44 ACatKe Catepsina K L A Tumor associado 

45 AEFEMP1e Proteína da matriz extracelular 

semelhante a fibulina contendo EGF 

(EFEMP1) 

L A Veias (associado à idade) 

Legenda: S: sistêmica, L: localizada, H: hereditária, S: sistêmica, I:iatrogênica, SNC: Sistema Nervoso Central, 

SNP: Sistema Nervoso Periférico, SNA: Sistema nervoso autônomo. 

 

Diversos hormônios polipeptídicos podem ser depositados como amiloides. 

Considerando-se a importância secretora do pâncreas, é importante notar a capacidade dos 

hormônios glucagon, insulina e amilina de formar agregados amiloides. O glucagon foi descrito 

como a principal proteína amiloide em um paciente com tumor pancreático produtor de 

glucagon (“glucagonoma”), além de ter sido verificada a formação de fibrilas amiloides in vitro 

(BUXBAUM et al., 2022; ICHIMATA et al., 2021; GLENNER et al., 1974). 

A presença de agregados amiloides de insulina também têm sido relatada tanto em 

indivíduos saudáveis, devido ao envelhecimento, quanto em pacientes com diabetes, estando 

intimamente relacionada às repetidas injeções subcutâneas de insulina (NILSSON, 2016). Esses 

agregados estão relacionados à diminuição do controle glicêmico e resistência à insulina, dentre 

outros efeitos negativos (NAGASE, et al., 2014; ALBERT et al., 2006) 

A amilina é um hormônio com importante papel fisiológico, mas que forma agregados 

tóxicos nas células β-pancreáticas. Estes são observados em cerca de 70 a 90% dos pacientes 

DMT2, gerando processos inflamatórios e formação de espécies oxidativas, culminando na 

morte celular (KANATSUKA et al., 2018; PITHADIA et al., 2016). 

 

1.1.1 Amilina 

 

A amilina ou polipeptídeo amiloide da ilhota humana (human islet amyloid polypeptide 

– hIAPP) é um hormônio cossecretado com a insulina pelas células β-pancreáticas com 

diferentes impactos na fisiologia humana (MARMENTINI et al., 2021).  

A amilina pertence à família de peptídeos da calcitonina, que apresentam ponte 

dissulfeto próximo ao terminal N e resíduo aromático amidado no terminal C (ABEDINI et al., 

2018). Em sua forma monomérica, consiste em um peptídeo de 37 aminoácidos que é clivado 
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de um precursor pré-pró-proteína com 89 resíduos. Nas células β-pancreáticas, a proteína 

precursora é processada no retículo endoplasmático e no aparelho de Golgi, sendo 

acondicionada em grânulos secretores, juntamente com insulina. Esta proteína já foi 

caracterizada em diferentes mamíferos, aves e peixes teleósteos (WESTERMARK et al, 2011). 

A sequência de aminoácidos da amilina é altamente conservada em mamíferos, mas diferenças 

importantes ocorrem em relação à dita "região amiloidogênica" (aminoácidos 20-29) da amilina 

humana (Fig. 2). A amilina humana, de primatas e gatos é altamente amiloidogênica, enquanto 

a de roedores, por exemplo, não apresenta esta característica. Essa diferença parece estar 

associada à presença do aminoácido prolina, na sequência proteica de roedores (Pro25, Pro28 

e Pro29) que estabiliza melhor a amilina em sua conformação funcional (LUTZ, 2022; LE 

FOLL; LUTZ, 2020; ABEDINI et al., 2018). 

 

 
Figura 2 - Sequências de aminoácido da amilina em diferentes mamíferos.  

 

Dentre as diferentes ações fisiológicas, podemos citar a relação deste hormônio com a 

regulação de massa óssea e de pressão sanguínea, levando ao efeito de vasodilatação. A forma 

monomérica solúvel da amilina madura ativa o receptor de amilina (AMY) no cérebro 

produzindo efeitos hormonais no metabolismo da glicose (inibição da secreção de glucagon, 

controle do esvaziamento gástrico) e ingestão de nutrientes (indução da saciedade), estando 

muito relacionada à redução de peso benéfica e efeitos antidiabéticos (LUTZ, 2022). Além da 

ação no tecido cerebral, é descrita ação via nervo vago, em tecidos como fígado e tecido adiposo 

e localmente nas células β-pancreáticas (Fig. 3). 
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Figura 3. Efeitos fisiológicos e propostas de vias de ação da amilina. Adaptado de 

RAIMUNDO et al., 2020 e MATHIESEN et al., 2022 

 

 

 

Os mesmos estímulos fisiológicos que levam à liberação da insulina estão relacionados 

com a liberação da amilina, visto o armazenamento conjunto desses hormônios nas vesículas 

secretoras. Assim, os valores de amilina plasmática variam de 3 a 5 pM no estado de jejum e 

aumentam para concentrações entre 15–25 pM pós-prandialmente em ratos (WESTERMARK 

et al., 2011; BOYLE; ROSSIER; LUTZ, 2010). Além disso, substâncias como a incretina não 

estão relacionados apenas ao aumento da secreção da insulina, mas também ao aumento dos 

níveis de amilina (INOUE et al., 1991). Outras fontes de amilina, além da pancreática, são 

células neuroendócrinas ao longo do trato gastrointestinal e gânglios da raiz dorsal, mas 

carecem de maiores estudos acerca da liberação e relevância fisiológica (LUTZ, 2022). 

 

 

1.2.2 Agregação amiloide da amilina  

 

A identificação da amilina está intimamente associada à descoberta de seus agregados 

amiloides em pâncreas de pacientes diabéticos em 1901 (OPIE, 1901).  A caracterização 

completa desta proteína só foi alcançada no final dos anos 80, quase simultaneamente, por dois 

pesquisadores independentes, como demonstrado na Fig. 4, e prossegue como importante alvo 
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de investigação (LUTZ, 2022; WESTERMARK et al., 2011). 

 

 

Figura 4 - Linha do tempo da descoberta da amilina. 

 

 

O processo da formação amiloide é similar para todas as proteínas amiloidogênicas e 

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

 

1. Fase lag - onde os monômeros malformados se juntam em oligômeros; 

2. Fase elongação ou de crescimento - onde os oligômeros se juntam, formando 

protofibrilas ou protofilamentos, que serão os principais componentes das fibras; 

3. Fase platô - onde se atinge o estado estacionário, e a massa fibrilar é constante. 

 

No ser vivo, a terceira fase provavelmente não ocorre, pois novas moléculas da proteína 

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

levando ou ao aumento do depósito amiloide ou, ainda, à criação de novos pontos de formação 

amiloide. (WESTERMARK et al., 2011; MARMENTINI ET AL., 2022). Nos ensaios in vitro 

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

um acréscimo da fluorescência, indicando o aumento da agregação até atingir o estado platô 

(PITHADIA et al.; 2016). 
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Figura 5 - Representação do processo de agregação amiloide (adaptado de RALEIGH et al., 

2017). 

 

A compreensão dos pontos críticos que atuam na indução da agregação amiloide da 

amilina é um importante alvo de estudos. Há indícios que superprodução, falhas de 

processamento e degradação, outros componentes dos grânulos secretores, distúrbios nos 

ambientes intra e extracelular estão intimamente relacionados (MARMENTINI et al., 2022).  

A superprodução parece estar relacionada aos quadros de hiperglicemia e 

hiperlipidemia. Assim, observa-se um aumento plasmático inicial da amilina, como resposta à 

estes quadros (GASA et al., 2001; KRIZHANOVSKII et al., 2017). Esse aumento também pode 

estar relacionado a prejuízos na degradação da amilina devido a alterações na expressão ou 

atividade das enzimas degradantes (ZRAIKA et al., 2007). O processamento da proIAPP 

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). Desequilíbrio nos níveis dessas enzimas está relacionado ao 

comprometimento da formação de amilina madura, o que por sua vez leva à indução da 

formação amiloide (MARZBAN et al., 2004; COURTADE et al., 2017). Os grânulos de 

secreção são constituídos por mais de 100 componentes e esse complexo equilíbrio é essencial 

para a estabilização da amilina (HUTTON et al., 1982). Isso inclui a proporção entre a insulina 

e a amilina, que notavelmente atua inibindo a formação amiloide (WESTERMARK, 1996). 

A toxicidade dos agregados amiloides como depósitos intracelulares ou ainda sua 

interação com membranas e receptores celulares levam a diversos danos como estresse do 
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retículo endoplasmático (RE), interrupção da autofagia, disfunção mitocondrial, inflamação e 

apoptose (MARMENTINI et al., 2022). É notável que as células β-pancreáticas são as mais 

afetadas pelos agregados amiloides do que as células α ou δ adjacentes, inclusive estudos com 

células alfa apresentam maior taxas de sobrevivência na presença de amilina (LEI et al., 2010). 

Esses achados indicam que as células β são mais suscetíveis em comparação com as células α 

(RALEIGH et al., 2017). 

Com a maior demanda da síntese da amilina, a hiperamilinemia pode levar ao estresse 

do RE (HULL et al., 2009). Nesses casos, a resposta de proteína desdobrada (UPR) ocorre para 

resgatar a homeostase da organela. Assim, as proteínas são marcadas com ubiquitina para serem 

degradadas, mas o mau funcionamento desse sistema leva ao acúmulo de proteínas 

ubiquitinadas, provocando apoptose (COSTES et al., 2011; CHU et al., 2012). Além deste 

mecanismo, a autofagia também leva à remoção de agregados de proteínas e organelas 

incorretas. Apesar de estudos demonstrarem que este mecanismo prossegue ativo na presença 

de agregados amiloides, parece estar relacionado a defeitos que prejudicam a degradação e 

provocam a morte celular (RIVERA et al., 2011; SHIGIHARA et al., 2014). 

A disfunção mitocondrial também está associada com o acúmulo amiloide, pois leva ao 

aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) que, por sua vez, provocam diversos danos 

como queda na produção de ATP, perda de massa mitocondrial e liberação de fatores 

apoptogênicos (LI et al., 2011; LI et al., 2015). A interação dos agregados amiloides com as 

membranas das células também parece afetar a integridade estrutural e permeabilidade das 

membranas. A amilina provoca formação de poros que levam ao vazamento de íons e também 

pode se adsorver nas membranas celulares (ANGUIANO et al., 2002; ENGEL et al., 2006; 

RALEIGH et al., 2017). Fibrilas amiloide são encontradas em invaginações das células β, 

incluindo em indivíduos 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 superfície 

ativando mecanismos de indução de morte celular, bem como induzindo maior entrada de íons 

de cálcio que levam a apoptose (CASAS et al., 2008; ABEDINI et al., 2018). Seja através da 

interação com receptores ou fagocitação por macrófagos, a amilina também leva ao aumento 

de fatores inflamatórios como maior produção de citocinas e montagem do inflamossoma que 

estão relacionados à perda de células β-pancreáticas (WESTWELL-ROPER et al, 2016; PARK 

et al., 2017). Um resumo destes mecanismos está representado na Fig. 6. 
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Figura 6 - Mecanismos de toxicidade dos agregados amiloides. Adaptado de MARMENTINI 

et al., 2022. 

 

 

Estes agregados estão intimamente relacionados à piora do quadro do diabetes mellitus 

do tipo 2 (DMT2), bem como parecem agravar quadros de doenças neurodegenerativas como 

a doença de Alzheimer (DA) e doença de Parkinson (DP). Estudos epidemiológicos têm 

demonstrado uma maior concentração de amilina plasmática em pacientes portadores de 

doenças neurodegenerativas como DP e DA, além de elevada prevalência 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 deposição Aβ está relacionada ao aumento da resistência à insulina que 

por sua vez também desempenha importante papel na agregação da amilina (NASSAR et al., 

2018; LUTZ, 2022). Além disso, evidências histológicas demonstram a presença de proteínas 

amiloidogênicas como tau e Aβ (DA), α-sinucleína (DP) e amilina (DMT2) em células β-

pancreáticas, bem como depósitos de amilina no cérebro reforçando a correlação entres esses 

quadros patológicos (MARTINEZ-VALBUENA et al., 2019; MARTINEZ-VALBUENA et al., 

2021). Cada vez mais está se tornando claro que amilina e Aβ compartilham agregação e 

características tóxicas semelhantes, indicando mecanismos patogênicos comuns (GOTZ et al., 

2013). 

Apesar de haver lacunas na compreensão de alguns mecanismos ligados ao acúmulo 

amiloide da amilina, é consenso que as anormalidades no processamento, bem como sua 

deposição como amiloide nas ilhotas contribuem para a perda progressiva das células β 

pancreáticas no DMT2 e no diabetes felino. Os agregados amiloides são considerados um 
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importante marcador da DMT2 sendo observado em 90% dos portadores e o aumento da 

produção seguindo pelo inadequado enovelamento da amilina são induzidos pela resistência à 

insulina. (LUTZ, 2022). Além dos fatores associados a DMT2, também foram identificados 

agregados amiloides nos pâncreas de pacientes DMT1 (BEERY et al., 2019). Os níveis séricos 

de amilina estão reduzidos nestes pacientes resultantes da perda das células β-pancreáticas. A 

amilina e suas formas imaturas parecem desenvolver um papel de autoantígeno contendo 

epítopos que ativam células T induzindo o ataque autoimune e inflamação no pâncreas de 

pacientes TD1 (OUYANG et al., 2006; DENROCHE; VERCHERE, 2018).  Também foi 

observado a presença de agregados amiloides relacionados a falhas de enxertos após 

transplantes de ilhotas pancreáticas. Em estudo com post-mortem com 4 pacientes que passaram 

pelo transplante, apenas o indivíduo que não apresentou agregado amiloide nas ilhotas 

observadas apresentou os menores níveis de hemoglobina glicada (WESTERMARK et al., 

2012). 

 

1.1.3 Diabetes mellitus 

De acordo com a Associação Americana de diabetes (ADA), o diabetes mellitus é um 

grupo de doenças metabólicas caracterizada pela hiperglicemia resultante da redução da ação 

da insulina, ou da sua secreção ou, ainda, a somatória desses dois fatores (ADA, 2014).  

O diabetes pode ser diagnosticado com base nos critérios de glicose plasmática, seja o 

valor da glicose plasmática em jejum ou o valor da glicose plasmática de 2 h durante um teste 

oral de tolerância à glicose, também conhecido como curva glicêmica, ou critérios hemoglobina 

glicada (HbA1C) (ADA, 2023). 

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

1. Diabetes tipo 1 (DMT1): relacionada à destruição autoimune das células β, geralmente 

levando à deficiência absoluta de insulina, incluindo diabetes autoimune latente da 

idade adulta; 

2. Diabetes tipo 2 (DMT2): relacionado à perda progressiva da secreção adequada de 

insulina das células β frequentemente no contexto de resistência à insulina; 

3. Tipos específicos de diabetes devido a outras causas, por exemplo, síndromes de 

diabetes monogênicas (como diabetes neonatal), doenças do pâncreas exócrino (como 

fibrose cística e pancreatite) ou induzida por drogas ou produtos químicos (como com 

o uso de glicocorticoides, no tratamento de HIV/AIDS ou após transplante de órgãos); 

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

gravidez, sem uma relação de diabetes evidente antes da gestação. 
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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 

está relacionada à destruição autoimune das células β, com presença de marcadores autoimunes 

bem caracterizados (ZIEGLER et al., 2013; LYNAM et al., 2019; ADA, 2023). DMT1 é a 

diabetes mais comum na infância e adolescência, mas pode ocorrer em qualquer idade, mesmo 

em indivíduos com 80 ou 90 anos, tendo variada taxa de destruição das células β em cada 

indivíduo (BOGUN et al., 2020; ADA, 2023). Outra forma possível é o DMT1 idiopático que 

se caracteriza por pacientes com insulinopenia permanente, mas sem evidência de fatores 

autoimune. É um quadro clínico raro e com relação fortemente hereditária (ADA, 2023). 

DMT2 representa 90-95% dos casos de diabetes. Os portadores apresentam deficiência 

relativa de insulina e resistência periférica a este hormônio. Mesmo com níveis de insulina 

normais ou elevados, há uma ineficiência no controle da glicemia. Sendo assim, a secreção de 

insulina nestes indivíduos é deficiente para compensar a resistência à insulina.  Muitos fatores 

estão relacionados à ocorrência da DMT2 e ao maior risco de desenvolver a doença, como 

sobrepeso ou obesidade, idade, falta de atividade física, hipertensão ou dislipidemia (IDF, 2021; 

ADA, 2023). 

Em extenso trabalho da Federação Internacional do Diabetes (International Diabetes 

Federation - IDF) considerando dados de 215 países, pesquisadores realizaram análises tanto 

do número de portadores de diabetes quanto estimaram a prevalência para os próximos anos, 

bem como os impactos dessa doença economicamente. Para os anos 2000, a estimativa global 

de prevalência de diabetes na faixa etária de 20 a 79 anos era de 151 milhões, próxima à 

estimativa de 150 milhões da OMS (KING et al., 1995). No último trabalho realizado, estima-

se que 537 milhões de adultos entre 20 e 79 anos em todo o mundo (10,5% de todos os adultos 

nessa faixa etária) tenham diabetes. A projeção indica que até 2030, serão 643 milhões de 

adultos, e até 2045, 783 milhões de adultos (Fig. 7). Os dados demonstram uma maior 

prevalência entre indivíduos mais velhos, uma ligeira prevalência maior em homens e 

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

 

Na região da América do Sul e Central, são estimados que 1 em cada 11 adultos possuem 

diabetes, com um número de 33 milhões de pessoas afetadas por essa doença, além de ao menos 

121 mil crianças e adolescentes vivendo com TD1. O Brasil se apresenta como o sexto país em 

relação ao número de adultos com diabetes em 2021. Apesar do elevado número de casos, 

estima-se que 1 em cada 3 pessoas possuam diabetes não diagnosticada na América do Sul e 

Central, o que corresponde a mais de 10 milhões de pessoas. Mundialmente, estima-se que 240 

milhões de pessoas vivam com diabetes não diagnosticada (IDF, 2021). Do ponto de vista 

clínico, a demora no diagnóstico pode levar ao favorecimento de complicações micro e 

macrovasculares que impactam mais gravemente a vida do indivíduo, bem como geram gastos 

públicos mais consideráveis (OGURTSOVA et al., 2022). 

O aumento nos gastos globais com saúde devido ao diabetes tem sido considerável, 

crescendo de US$ 232 bilhões em 2007 para US$ 966 bilhões em 2021, para adultos de 20 a 79 

anos. Isso representa um aumento de 316% em 15 anos. Na região da América do Sul e Central, 

foram gastos US$ 65 bilhões em 2021. Parte desse aumento é atribuída à crescente prevalência 

da doença, mas também pode ser atribuída à melhora da qualidade dos dados, o que auxilia nas 
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medidas públicas e melhora do diagnóstico, 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 função das células β 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 complicações crônicas, embora as taxas de progressão 

possam diferir (ADA, 2023). Dentre as complicações micro e macrovasculares decorrentes do 

diabetes destacam-se neuropatia, nefropatia, retinopatia, doença arterial coronariana, acidente 

vascular cerebral e doença arterial periférica (CHAWLA, 2016).  

O diabetes é um dos principais fatores de mortalidade em todo o mundo. Excluindo os 

riscos de mortalidade associados à pandemia de COVID-19, estima-se que aproximadamente 

6,7 milhões de adultos entre 20 e 79 anos tenham morrido devido ao diabetes ou suas 

complicações em 2021. Isso corresponde a 12,2% das mortes globais por todas as causas nesta 

faixa etária. 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 reposição da insulina exógena 

visando garantir concentrações adequadas para recriar perfil fisiológicos evitando quadros de 

cetoacidose e outras complicações 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 mudança do estilo de vida focado em uma alimentação 

equilibrada e exercícios. Caso não se obtenha o controle glicêmico, inicia-se a abordagem 

farmacológica com hipoglicemiantes (Quadro 2) e, caso necessário, reposição de insulina 

(TAN et al., 2018).  
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Quadro 2 - Classes de medicamentos utilizados no tratamento da diabetes (adaptado de TAN 

et al., 2018 e WAUGH et al., 2010). 

Classe de medicamento Exemplo Mecanismo 

Biguanidas Metformina ↑ sensibilidade da insulina 

↓ gliconeogênese hepática 

Sulfoniluréias Glibenclamida, glipizida, 

glimepirida, gliclazida 

↑ secreção da insulina 

Glitazonas ou Tiazolidineionas Pioglitazona ↑ sensibilidade da insulina 

Meglitinidas Repaglinida, nateglinida ↑ secreção da insulina 

Inibidores da α glicosidase Acarbose Retarda absorção de carboidratos 

Gliptinas (inibidores DDP-4) Sitagliptina, vildagliptina, 

saxagliptina 

↑ tempo de ação do GLP-1,  

↑ secreção da insulina 

Mimético e análogo GLP-1 Exenatida, liraglutida ↑ secreção da insulina 

Inibidores SGLT-2 ou glifozinas Canagliflozina, dapagliflozina 

e empagliflozina 

Aumentam eliminação de glicose 

pelos rins com inibição da absorção 

pelos túbulos proximais. 

 

Em relação à terapia com insulina, as injeções subcutâneas frequentes são bastante 

incômodas e o equilíbrio entre alimentação, administração da insulina e controle da glicemia é 

bastante sensível. A administração subcutânea de insulina não se assemelha ao papel da 

fisiológica, uma vez que não está disponível no fígado, através da veia porta, em concentração 

e tempo adequados (BOSCARI; AVOGARO, 2021). Visando o melhor controle glicêmico, 

novas insulinas foram introduzidas no mercado. Análogos basais com maior duração que 

contribuem para melhor controle durante a noite, análogos ultrarrápidos que levam ao melhor 

controle pós-prandial e bombas de insulina com infusão constante de insulina (PAL et al., 

2021); JANEŽ et al., 2020; NIMRI et al., 2020)  

Com base nas ações metabólicas da amilina, a manutenção da ação deste hormônio pode 

contribuir para o melhor controle glicêmico. Assim, o primeiro análogo completo da amilina, 

pramlintida (do inglês, 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 

o único medicamento à base de amilina aprovado (SymlinR®) para o tratamento de DMT1 e 

DMT2 (LUTZ, 2022). 

A pramlintida (Fig. 8) é um análogo sintético e equipotente da amilina humana, sendo 

utilizada como terapia adjuvante em pacientes tratados com insulina na hora das refeições. 

Difere-se do peptídeo natural por ter prolinas nas posições 25, 28 e 29, visando melhorar a 

estabilidade em solução e minimizar a propensão a agregação (HAY et al., 2015). 
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Figura 8 - Sequência de aminoácidos do pramlintida e da amilina humana 

 

É demonstrado que o tratamento com pramlintida melhora os níveis de hemoglobina 

glicada (HbA1c), reduz a glicose pós-prandial em relação apenas à terapia com insulina, 

permite reduções na dosagem de insulina nas refeições, inibe a secreção do glucagon pós-

prandial e melhora o controle glicêmico geral. O tratamento também é associado com a perda 

de peso sustentada e significativa. Náusea (leve a moderada) é o evento adverso relatado com 

mais frequência e o aumento de injeções subcutâneas a maior causa para a baixa adesão ao 

tratamento (HAY et al., 2015; RYAN et al., 2005). 

A estabilidade de análogos de amilina é uma questão ainda a ser superada. Diversas 

abordagens são descritas como a peguilação, ou seja, a conjugação com polietileno glicol (PEG) 

(BÖTTGER et al., 2018), uso de lipossomas (BRAGA et al., 2015) ou partículas poliméricas 

(GUERREIRO et al., 2012). Há, ainda, a busca por outros análogos de amilina ou agonistas de 

receptores, como o cangrilintide da empresa Novo Nordisk, que está em fase de ensaio clínico, 

e davanlintide, da empresa Amylin Pharmaceuticals, que foi descontinuado por não apresentar 

resultados superiores na perda de peso em comparação à pramlintida. Vale ressaltar que, devido 

a ação da amilina em induzir a perda de peso, muitos desses análogos acabam apresentando 

esta como uma de suas principais indicações. (Mathiesen et al., 2022; KRUSE et al., 2021; 

MACK et al, 2010). 

Apesar dos benefícios da pramlintida, ainda não há uma formulação que permita sua 

união com a insulina devido a fatores físico-químicos. Estudos visam estabelecer formulações 

estáveis em pH adequado de análogos de insulina, como LisPro, com o pramlintida (SILVA; 

LIMA, 2018), ou ainda, a associação de derivados peguilados de amilina com análogos de 

insulina (NASCIMENTO et al., 2019). 

Além dos desafios na elaboração de uma formulação estável de amilina ou uma 

formulação com a combinação entre amilina e insulina, extensos estudos de qualidade e 

segurança da formulação de insulina pura demonstram a formação de fibrilas amiloides 
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indesejáveis após armazenamento prolongado (FROKJAER; OTZEN 2005). Então, apesar de 

todo o conhecimento adquirido, ainda há limitações no armazenamento a longo prazo das 

formulações de insulina pura, bem como o desenvolvimento biotecnológico de novas 

formulações análogas, visto o risco da formação desses agregados amiloides, além dos desafios 

da formulação de amilina (LIMA; ICART, 2022). 

 

1.1.5 Produtos naturais inibidores da agregação amiloide 

 

Considerando a importância na inibição da formação de agregados amiloides, tanto do 

ponto de vista clínico quanto farmacológico, a busca por substâncias a partir de produtos 

naturais se mostra promissora. Visando o controle terapêutico da minimização dos efeitos 

tóxicos dos agregados amiloides no organismo, substâncias promissoras podem atuar em 

diferentes níveis (DHOUAFLI et al., 2018): 

 

1. Eliminando ou reduzindo a síntese da proteína amiloidogênica ou gerando 

modificação pós-traducional que impeça o dobramento incorreto; 

2. Bloqueando mudanças conformacionais no momento inicial impedindo formação de 

oligômeros; 

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

depuração; 

4. Atenuando a toxicidade dos agregados, convertendo estruturas tóxicas em espécies 

sem efeito deletério, ou atuando na minimização dos efeitos causados pela 

agregação (por exemplo, controle do nível de espécies reativas de oxigênio). 

 

Diversos trabalhos relatam a ação de produtos naturais atuando em um desses níveis. 

Partição em acetato de etila de Acer okamotoanum, rico em flavonoides, como isoquercitrina e 

afzelina foram avaliadas em relação ao seu papel na inibição de proteínas amiloides envolvidos 

na DA. Tanto a partição, quanto a isoquercitrina isolada foram capazes de diminuir a expressão 

de enzimas relacionas à liberação de A𝛽 no cérebro, além de demonstrar proteção ao estresse 

oxidativo em células neuronais (KIM et al., 2018; KIM et al., 2020). Ehrnhoefer et al. (2008) 

demonstraram o redirecionamento da formação de fibrilas amiloides constituídos por α-

sinucleína e Aβ por meio da ação de galato de epigalocatequina (EGCG). Em concentrações 

equimolares, o EGCG liga-se preferencialmente ao terminal C da α-sinucleína (Asp119, 
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Ser129, Glu130 e Asp135) promovendo a formação de α-sinucleína não tóxica e não 

estruturada. 

Considerando a medicina tradicional chinesa, foi avaliado o potencial benéfico frente a 

DA do Danggui-Shaoyao-San (DSS), fitoterápico chinês que consiste em uma mistura de 6 

ervas. O estudo avaliou os efeitos do DSS em déficits cognitivos e degeneração neuronal em 

camundongos APP/PS1, encontrando melhora nos déficits cognitivos, redução da amiloidose e 

modulação na expressão de receptores que atuam no transporte da A𝛽 (YANG et al., 2021).  

Huo-Luo-Xiao-Ling-Dan (HLXL) é um medicamento em Fase II aprovado pela FDA baseado 

em uma combinação de 11 ervas utilizadas na medicina tradicional chinesa para tratamento de 

artrite. Em análises acerca do seu potencial terapêutico frente a DA, os resultados demonstram 

uma redução do depósito amiloide em cérebro de camundongos tratados com o medicamento, 

diminuição da oligomerização de A𝛽 em células e regulação de citocinas pró-inflamatórias 

(LIANG et al., 2022). 

Em relação à amilina, estudos in vitro indicam a atividade inibitória de diversas 

substâncias fenólicas como galato de epigalocatequina, resveratrol, epicatequina, rutina, 

quercetina, curcumina, baicaleina, ácido caféico, ácido rosmarínico e oleuropeína (Fig. 9) 

(NIER; COOPER, 2021). 

 

 

Figura 9 - Substâncias com atividade na inibição da fibrilação de amilina humana. 
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Análises de docking molecular indicam que a interação entre as catequinas e a estrutura 

da amilina se dá por meio de interações de ligações de hidrogênio, interações π-π e/ou interações 

hidrofóbicas com diferentes resíduos de aminoácidos. A comparação da interação das 

catequinas com e sem o grupo galoil indicaram que este grupo aumenta a afinidade de ligação 

envolvendo ligação apolar (PATEL et al., 2017). Em outro trabalho foi demonstrado que EGCG 

interage com a amilina através de ligações de hidrogênio e interações π-π, inibindo a interação 

interpeptídica entre monômeros, impedindo a fibrilação (XU et al., 2017). Ensaios in vivo com 

camundongos reforçam a capacidade de inibir a oligomerização, fibrilação e diminuir, assim, a 

toxicidade nas células devido à agregação da amilina (FRANKO et al., 2018). 

Ensaios in silico demonstram que o resveratrol interage com a amilina em solução 

aquosa formando uma estrutura estável que minimiza a interação com as membranas carregadas 

negativamente, como de fosfolipídeos (LOLICATO et al., 2015). Esta capacidade de 

interromper a agregação amiloide e danos à membrana também foi demonstrada in vitro 

(SCIACCA et al., 2018).  

Três fenilpropanóides  ̶  schizotenuina A e os ácidos licópico A e B (Fig. 10) - , isolados 

de Lycopus lucidus (Lamiaceae) apresentaram atividade inibitória em ensaios com ThT, com 

redução do valor de fluorescência encontrados, sendo corroborados em análises de microscopia 

eletrônica de transmissão frente agregação da amilina e A𝛽 (SUN et al.,2020). 

 

 

Figura 10 - Fenilpropanoides isolados de L. lucidus: A- schizotenuiuna A, B - ácido licopico 

A, C- ácido licópico B. 

 

Os flavonoides apresentam significativo destaque na inibição da agregação amiloide. 

Análises de inibição da agregação amiloide da amilina pelo flavonoide crisina (5,7-
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dihidroxiflavona) foi verificada tanto in silico quanto in vitro. Foi visto que resíduos de arginina 

(Arg11) e asparagina (Asn14) ancoram a crisina no sítio de ligação ativo da amilina. Mais 

especificamente, o flavonoide forma ligações hidrogênio fortes com a amilina através das 

interações entre as posições O3 da crisina com Arg11 da amilina, e O4 com Asn14, 

respectivamente. Em ensaios de turbidez, o flavonoide apresentou capacidade de inibir a 

agregação. Análises de células tratadas com crisina e expostas à amilina demonstraram a menor 

presença de fibrilas, quando analisadas pelo nível de fluorescência com ThT e por coloração 

das células com vermelho de congo, reforçando a ação positiva deste flavonoide na inibição da 

agregação amiloide (ALKAHTANE et al., 2021). 

O flavonoide rutina demonstrou inibir a agregação amiloide em análises de 

fluorescência com ThT e microscopia eletrônica de transmissão.  Além disto, células neuronais 

incubadas com amilina e rutina apresentaram menor nível de espécies reativas de oxigênio 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 inibição da agregação de amilina e a 

desagregação de fibrilas, formando espécies não tóxicas em ensaios in vitro. Essa proteção foi 

acompanhada pela inibição do estresse oxidativo no citoplasma e nas mitocôndrias, redução da 

peroxidação lipídica e do dano de membrana associado, e restauração do potencial da 

membrana mitocondrial. A suplementação com o flavonoide também reverteu a perda de 

funcionalidade em ilhotas pancreáticas de camundongos expostas à amilina, restaurando a 

secreção de insulina estimulada por glicose. Estudos de simulação de dinâmica molecular 

sugeriram que miricetina interage na região central amiloidogênica e, assim, evita a agregação 

distorcendo as fibrilas (DUBEY et al., 2021). 

Avaliação de dinâmica molecular dos flavonoides morina, quercetina, miricetina, 

dihidroquercetina e epicatequina com a amilina demonstram que a interrupção da interação com 

o resíduo fenilalanina (Phe23) é crítico na inibição da formação do agregado. Estas substâncias 

contêm de dois a três sistemas de anéis aromáticos capazes de interagir com esse aminoácido 

através do empilhamento π–π. Considerando cálculo de frequências de contato, a probabilidade 

de interação 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 clínico, a suplementação dietética com curcumina 

se destaca como benéfica frente a resistência à insulina, diabetes tipo 2 (DMT2) e doença de 

Alzheimer (DA). A administração oral de curcumina em ratos levou à diminuição da glicemia, 
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aumento dos níveis de insulina e sensibilidade à insulina (SEO et al., 2008; NA et al., 2011). O 

tratamento também reduziu os níveis de Hb1Ac em diferentes modelos animais (SEO et al., 

2008; ARUN; NALINI, 2002). A curcumina também melhorou a resistência à insulina e a 

tolerância à glicose em camundongos (HE et al., 2012; SEO et al., 2008).  

Estudos em humanos demonstram que há redução nos níveis de amilina plasmática em 

indivíduos com maior risco de desenvolver DMT2 utilizando curcumina (180 mg/dia) por 12 

semanas em relação ao grupo placebo (THOTA et al., 2020). Um estudo de 9 meses com 

pacientes com pré-diabéticos demonstrou que a suplementação com curcuminoide diminuiu o 

risco de desenvolver DMT2 e melhorou outros parâmetros como função de células β (HOMA-

β) e níveis de peptídeo 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 diminuição da glicemia de jejum, dos níveis de HbA1c e da 

resistência à insulina (KARANDISH et al., 2021; NA et al., 2013). Além disso, os níveis de 

AGL e triglicerídeos foram reduzidos em pacientes com diabetes (NA et al., 2013) e a insulina 

sérica diminuiu em indivíduos pré-diabéticos (KARANDISH et al., 2021). 

Assim, a pesquisa com produtos naturais visa atingir mais de um mecanismo, pois 

grande parte das substâncias apresentam ações antioxidantes, antiinflamatórias e 

antiagregantes. O mecanismo molecular na inibição de agregação amiloide a partir de polifenóis 

parece estar mais relacionado à ruptura de ligações hidrofóbicas, aromáticas e/ou de hidrogênio 

por seus grupos hidroxila doadores de elétrons que, por sua vez, desestabilizam a folha β ou a 

estrutura secundária helicoidal e, consequentemente, a oligomerização e fibrilação de hIAPP 

(BHOWMICK et al., 2022). Embora sejam necessários mais estudos visando elucidar os 

mecanismos de ação e a confirmação dessas respostas clínicas, os resultados já presentes na 

literatura demonstram o potencial de substâncias fenólicas na inibição da agregação da amilina, 

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

 

1.2 GÊNERO Lippia 

 

O gênero Lippia pertence à família Verbenaceae e compreende cerca de 140 espécies, 

sendo um dos gêneros mais ricos da família. Se apresenta como arbustos e subarbustos, tendo 

maior distribuição em regiões tropicais e subtropicais, com destaque para as Américas (Fig. 11) 

(SALIMENA; MÚLGURA, 2015; CARDOSO et al., 2021).  
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Figura 11 - Distribuição do gênero Lippia pelo mundo: ocorrência na América Central, do Sul 

e do Norte, África, regiões da Europa, Ásia e Oceania.  
Adaptado de Global Biodiversity Information Facility. Disponível 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 endemismos - superior a 70% (SALIMENA; CARDOSO, 2023a), com a maior 

concentração de populações, principalmente no bioma cerrado (SALIMENA; MÚLGURA, 

2015).  

Espécies do gênero são usadas tradicionalmente, principalmente, para tratamento de 

doenças respiratórias. Além dos usos para fins medicinais, espécies também são utilizadas em 

preparações alimentícias (PASCUAL et al., 2001). Por isso, grande parte dos trabalhos 

envolvendo a caracterização química destas espécies está relacionada à composição do óleo 

essencial ou frações voláteis, devido às suas características aromáticas (SILVA et al., 2021; 

BARROS et al., 2022). 

Ademais espécies como exemplo L. graveolens é utilizada por populações no México 

visando o tratamento da diabetes, além de trabalhos descrevendo a atividade do extrato e de 

substâncias isoladas, como o flavonoide hispidulina (IC50: 37,2 µM) na inibição da enzima α-

glucosidase que se constitui em um importante alvo terapêutico no tratamento da diabetes 

(AMADOR et al., 2020; PASCUAL et al., 2001). Demonstrando o potencial de espécies do 

gênero para busca de substâncias 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 três espécies antes eram classificadas como pertencentes ao gênero Lantana, 

também parte da família Verbenaceae. Após revisão taxonômica das espécies brasileiras de 

Lantana por Silva (1999), estas espécies foram transferidas para o gênero Lippia (SILVA; 

SALIMENA, 2002).  

L. aristata ocorre em diferentes biomas brasileiros, como Amazônia, Caatinga, Cerrado, 

Floresta Atlântica e Pantanal, e, além do Brasil, apenas a Bolívia possui relato desta espécie 

(Fig. 12). 

 

 

Figura 12 - Distribuição de L. aristata pelo mundo e no Brasil: A – ocorrência de L. aristata 

nos países: Bolívia e Brasil, B – ocorrência no território brasileiro.  
Adaptado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Disponível 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 

Botânico do Rio de Janeiro. Disponível em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB21430>. Acesso em: 03 Mar. 

2023b 

 

L. brasiliensis apresenta significativa distribuição no território brasileiro, sendo 

encontrada nos biomas Caatinga, Cerrado, Floresta Atlântica e Pampa (Fig. 13). Há relatos do 

uso tradicional desta espécie como antiespasmódica por populações, principalmente indígenas, 

no Paraguai (SORIA, 2020). L. rubella, possui uma distribuição mais restrita, sendo endêmica 

do Brasil e com ocorrência apenas em Minas Gerais nas regiões de campos rupestres (Fig. 13). 
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Figura 13 - Distribuição de L. brasiliensis e L. rubella no Brasil: A – mapa de ocorrência de L. 

brasiliensis no Brasil; B – mapa de ocorrência de L. rubella no Brasil.  
Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippia in Flora e Funga do Brasil. Jardim Botânico do Rio de 

Janeiro. Disponível em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB33207>. Acesso em: 03 Mar. 2023c. 

 

Há poucos registros de estudos fitoquímicos para estas três espécies, especialmente 

acerca dos constituintes fixos. Para L. brasiliensis e L. aristata, os únicos registros encontrados 

na literatura se referem ao estudo dos óleos essenciais e componentes voláteis de suas folhas 

(CRAVEIRO et al., 1981; TERBLANCHÉ et al., 1996; SILVA et al., 2010; MONTANARI et 

al., 2011). 

No trabalho de Singulani (2012), foi realizada a avaliação da composição dos extratos 

hexânicos de diversas espécies de Lippia. Neste trabalho destaca-se epóxido de cis-limoneno 

como mais abundante em L. rubella e α-pineno como substância mais abundante em L. aristata. 

Além disso, o extrato etanólico desta espécie apresentou o menor valor de IC50 (4,9 µg/mL) na 

avaliação da atividade antioxidante pelo método de DPPH, em comparação com os demais 

extratos testados.  

Para L. rubella, constam na literatura o trabalho de Fabri e colaboradores (2011), onde 

realizaram a caracterização de extratos metanólicos de folhas, além de duas publicações acerca 

do isolamento e purificação de substâncias 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 fenilpropanóides 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 diastereoisômeros de limoneno-1,2,-diol, a 

partir do extrato em diclorometano (Fig. 14C e D) (LEITÃO et al., 2020). Todas estas 

substâncias foram avaliadas quanto a sua atividade antifúngica frente às cepas de Candida 

albicans (ATCC 10231), Candida parasilopsis (ATCC 22019), Cryptococcus neoformans 

T1444 e Cryptococcus neoformans 24067, fungos que desempenham papel importante em 

infecções oportunistas, como a candidíase e criptococose. Os melhores resultados foram 

observados frente à cepa de C. neoformans, com destaque para o lippiarubelosideo A, que 

apresentou a menor CIM (15,6 μg/mL) (MARTINS et al., 2019; LEITÃO et al., 2020).   

 

 

Figura 14 - Substâncias 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 semelhança botânica, o 

que torna sua delimitação taxonômica complexa. Ambas ocorrem no Cerrado, sendo que L. 

lacunosa tem ocorrência descrita também na Caatinga, e L. rotundifolia na Floresta Atlântica 

(SALIMENA; CARDOSO, 2022e,f). Além do Brasil, essas espécies também são relatadas para 

a Bolívia (Fig. 15). 
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Figura 15 - Distribuição de L. rotundifolia e L. lacunosa pelo mundo e no Brasil: A - 

ocorrências nos países: Brasil e Bolívia, B- distribuição de L. lacunosa no Brasil, C- 

distribuição de L. rotundifolia no Brasil.  
Adaptado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Disponível em: <https://tropicos.org/name/50293324> 

Acesso em: 04 Mar 2023b. Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippia in Flora e Funga do 

Brasil. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. Disponível em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB26162>. Acesso 

em: 04 Mar. 2023d,e. 
 

Trabalhos de nosso grupo focaram na composição química dos óleos essenciais destas 

duas espécies, avaliando folhas e flores. Foi visto que, nas flores de L. lacunosa, as substâncias 

majoritárias são mirceno e (E)-ocimenona, enquanto nas folhas, a mircenona foi identificada 

como o componente majoritário. Em L. rotundifolia foram observados o limoneno e o mirtenal 

como substâncias majoritárias nas flores, sendo o mirtenal o mais abundante também nas folhas 

(LEITÃO et al., 2008).  

Da partição em diclorometano de L. lacunosa foram isoladas e identificadas 8 

substâncias ̶ o triterpeno ácido oleanólico; e os flavonoides metoxilados salvigenina, 

cirsimaritina, 3’-O-metil-eupatorina, eupatilina, eupatorina, 3’,7-dimetoxi-5,6,4’-

trihidroxiflavona e 7’-O-metilapigenina. Essas substâncias foram avaliadas frente à inibição da 

replicação de Mycobacterium tuberculosis (H37-Rv ATCC – 27294), causador da tuberculose. 

O menor valor de concentração inibitória mínima (CIM) foi obtido para a 3’-O-metil-eupatorina 

(25 µg/mL) (CASTELLAR et al., 2011). A atividade antimicobacteriana (H37-Rv ATCC – 

27294) também foi avaliada para os extratos etanólicos e partições de L. lacunosa e L. 

rotundifolia, sendo que os menores valores de CIM (25 µg/mL) foram apresentados pelas 

partições em diclorometano de ambas as espécies (LEITÃO 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 Amazônia, 

Caatinga, Cerrado, Floresta Atlântica e Pantanal (SALIMENA; CARDOSO, 2023f). Além de 

apresentar significativa distribuição nas Américas (Fig. 16).  

 

 

Figura 16 - Distribuição de L. origanoides pelo mundo e no Brasil: A- ocorrência de L. 

origanoides no mundo, B – distribuição no Brasil.  
Adaptado de Global Biodiversity Information Facility. Disponível em: <https://www.gbif.org/species/7297353>. 

Acesso em: 04 Mar.2023b. Adaptado de Salimena, F.R.G.; Cardoso, P.H. Lippia in Flora e Funga do 

Brasil. Jardim Botânico do Rio de Janeiro. Disponível 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 Fitoterápicos, onde 

destacam-se os usos como antisséptico ou antimicrobiano relacionados a lesões externas, 

doenças e desconfortos respiratórios e intestinais, bem como para cólicas de bebês e dores de 

origem menstrual, dentre outros (BRASIL, 2018). No Formulário de fitoterápicos da 

Farmacopeia Brasileira (FFFB), 2º edição, há indicações do uso da tintura como antisséptico 

orofaríngeo e em afecções da pele, e de sabonete líquido para afecções no couro cabeludo 

(BRASIL, 2021).  
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Devido sua semelhança ao aroma do orégano (Origanum vulgare, Lamiaceae), esta 

espécie, juntamente com L. graveolens e L. palmeri, são utilizadas em preparações alimentícias 

no México (BAUTISTA-HÉRNANDEZ et al., 2021).  

No Brasil, comunidades quilombolas de Oriximiná, no estado o Pará, a utilizam para 

tratamento de desordens gastrointestinais, como antisséptico, antiespasmódico, antitérmico, 

além de ser utilizada para saúde da mulher como em casos de inflamação do útero, corrimentos 

vaginais e cólicas menstruais (OLIVEIRA et al.; 2007). Em ensaios que avaliaram a atividade 

analgésica exercida pela espécie foi visto que doses de 10, 30 e 100 mg/kg de extrato etanólico 

foram capazes de reduzir a algesia em modelo de contorções abdominais induzidas por ácido 

acético.  Também foi demonstrada a ação antinociceptiva central em modelo de hot plate (placa 

quente) (OLIVEIRA et al.; 2014). 

 Em trabalho recente do nosso grupo, foi avaliada a inibição frente à enzima α-

glucosidase por extratos de L. origanoides coletadas em regiões distintas do Brasil. O valor de 

IC50 encontrado para o extrato coletado na Floresta Atlântica, em região de altitude, foi de 94,2 

µg/mL, em contraste com o valor de 48,4 µg/mL, encontrado para o extrato da mesma espécie 

coletada na região amazônica. As substâncias anotadas no extrato do espécime amazônico, e 

que não se encontrou no extrato do espécime da Floresta Atlântica, foram os flavonoides 

isoorientina e isovitexina. Ambos possuem relatos de atividade de inibição da α-glucosidase 

(LIANZA et al., 2022). 

Considerando atividades biológicas já relacionadas ao gênero Lippia, bem como 

resultados satisfatórios nos estudos visando alvos terapêuticos relacionados ao diabetes, tornam 

estas espécies importantes alvos de estudos acerca do potencial na inibição da agregação da 

amilina e positivo impacto no DMT2 
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2. JUSTIFICATIVA 

Considerando a relevância dos produtos naturais na pesquisa de novos candidatos a 

fármacos, a capacidade de inibição de agregados amiloides, com destaque para substâncias 

advindas de espécies vegetais como a curcumina, bem como a ausência na literatura de registro 

da atividade de espécies de Lippia em atividade anti-amiloide em amilina humana, nos 

propomos a contribuir com a descrição química de espécies do gênero Lippia. Em estudos 

preliminares do grupo, parte da biblioteca de extratos do Laboratório de Fitoquímica e 

Farmacognosia foi ensaiada frente à agregação amiloide da amilina humana, através de uma 

parceria estabelecida com o professor Luis Mauricio T. R. Lima, coordenador do Laboratório 

de Biotecnologia Farmacêutica, tendo sido realizada a triagem de cerca de 68 extratos de 

espécies nativas brasileiras. Dentre os extratos ativos, destacaram-se espécies de Lippia, para 

algumas das quais são escassos os registros fitoquímicos (L. artistata, L. brasiliensis, L. rubella, 

L. rotundifolia), revelando a importância de se relacionar seus perfis químicos e a atividade 

biológica demonstrada nos ensaios preliminares de inibição da agregação da amilina humana.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

 

     O objetivo geral deste projeto é a determinação do perfil químico de extratos ativos de 

espécies do gênero Lippia buscando investigar os aspectos químicos e farmacológicos da 

atividade inibitória de agregação do hormônio amilina promovida pelos extratos e frações. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

• Determinar o perfil químico de extratos e partições de L. rotundifolia, L. lacunosa, L. 

rubella, L. aristata, L. brasiliensis e L. origanoides por cromatografia líquida de alta 

eficiência com detector de arranjo de diodos (DAD) acoplado à espectrômetro de 

massas, nos modos positivo e negativo;  

• Avaliar a atividade inibitória de agregação da amilina promovida pelos extratos e 

frações das espécies em estudo; 

• Utilizar estatística multiparamétrica para compreensão da distribuição de metabólitos 

secundários e possível relação com a atividade tanto nos extratos brutos quanto nas 

partições através de análises por LC-MS; 

• Identificação putativa (anotação) das estruturas presentes nos extratos ativos de Lippia, 

utilizando banco de substâncias próprio do grupo (Custom database) e GNPS (Global 

Natural Products Social Molecular Networking). 
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4. METODOLOGIA 

4.1 COLETA E EXTRAÇÃO DO MATERIAL BOTÂNICO 

 

 Foram utilizados os extratos de espécies do gênero Lippia presentes no banco de 

extratos do Laboratório de Fitoquímica e Farmacognosia. O detalhamento acerca da coleta está 

descrito na Quadro 3. Todos os indivíduos eram cultivados, com exceção do espécime de L. 

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

 

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

Espécie Localização  Órgão Vegetal Número de 

Registro 

(Voucher) 

Traballhos 

relacionados 

L. aristata 

Schauer 

Horto da Universidade Federal de Juiz 

de Fora (UFJF) – Minas Gerais 

(22°46'48.6"S e 43°22'24.5"W) a 

partir de indivíduo coletado na Cadeia 

do Espinhaço – MG 

Partes aéreas CESJ 56944 NC 

L. brasiliensis 

Link.T.R.S.Silva 

Horto da Universidade Federal de Juiz 

de Fora (UFJF) – Minas Gerais 

(22°46'48.6"S e 43°22'24.5"W) a 

partir de indivíduo coletado na Cadeia 

do Espinhaço – MG 

Folhas e 

inflorescência 

CESJ 56951 NC 

L. rubella  Horto da Universidade Federal de Juiz 

de Fora (UFJF) – Minas Gerais 

(22°46'48.6"S e 43°22'24.5"W) a 

partir de indivíduo coletado na Cadeia 

do Espinhaço – MG 

Partes aéreas CESJ 56942 FONSECA, 

2019 

L. lacunosa Horto da Universidade Federal de Juiz 

de Fora (UFJF) – Minas Gerais 

(22°46'48.6"S e 43°22'24.5"W) a 

partir de indivíduo coletado em 

Diamantina – MG 

Folhas e flores CESJ 41.691 DUARTE, 

2010 

L. rotundifolia Horto da Universidade Federal de Juiz 

de Fora (UFJF) – Minas Gerais 

(22°46'48.6"S e 43°22'24.5"W) a 

partir de indivíduo coletado em 

Diamantina – MG 

Folhas e flores CESJ 31.376 DUARTE, 

2010 

L. origanoides Vale das Videiras, Petrópolis – Rio de 

Janeiro (22°25'11" S, 43°17′02.6" W, 

1364 m) 

Partes aéreas CESJ 64030 LIANZA et 

al., 2022 

L. origanoides Casa de cultivo, Embrapa Oriental, 

Manaus – Amazônia 

Partes aéreas NC LEITÃO et al., 

2017 

L. origanoides Casa de cultivo, Petrópolis – Rio de 

Janeiro a partir do indivíduo coletado 

em Oriximiná, PA. 

Partes aéreas CESJ 39532 NC 

 Legenda: NC – não consta. 

 

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

posteriormente moído em moinho de facas. O material resultante foi submetido à percolação 

em etanol 96°GL, com exceção de um dos extratos obtidos de L. origanoides. Neste as partes 
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aéreas foram extraídas por decocção a uma diluição de 5% p/v, obtendo-se um extrato aquoso, 

que foi posteriormente seco por atomização (spray-drying) modelo B-290, da marca Büchi 

(Büchi Laboratorius-Technik AG, Switzerland) com os parâmetros de temperatura à 160ºC, 

bomba e aspirador ajustados em 20% e 80%, respectivamente. O rendimento da extração, 

calculado como a razão percentual entre o extrato seco obtido e o material vegetal usado para a 

extração, foi de 8,48 % p/p. 

Parte dos extratos etanólicos, bruto, obtido foi suspendido em água: etanol (9:1, v/v) e 

fracionado por partição líquido-líquido em solventes orgânicos com diferentes polaridades, 

sendo obtidos as partições em hexano, diclorometano, acetato de etila, n-butanol e resíduo 

aquoso, com exceção dos extratos de L. origanoides. Os solventes utilizados foram evaporados 

em evaporador rotativo. Extratos provenientes de flores, bem como a partição em 

diclorometano de L. lacunosa, não foram avaliados por ausência de massa suficiente para 

análise. Ao todo, foram utilizados 8 extratos e partições neste trabalho totalizando 27, Fig. 17. 

 

 

Figura 17 -. Esquema com as informações dos extratos produzidos e aplicados ao estudo para 

cada espécie. 

 

4.2 ENSAIOS DE FIBRILAÇÃO DE AMILINA in vitro 

 

Nos ensaios de fibrilação de amilina, utilizou-se placa de 96 poços preta com volume 

de 200 µL por poço. Foi adicionado em cada poço 50 µM (C: 0,069 µg/µL) 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 µg/µL) dos extratos e partições (estoque 20 
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mg/mL em DMSO), 30 µM de Tioflavina T (ThT), um cromóforo fluorescente com elevado 

tropismo por fibras amiloides, utilizado para monitorar cinética de agregação. O volume total 

foi completado com tampão de fosfato de sódio (Na2HPO4, pH 7,0).  

O ensaio de agregação foi realizado em espectrofluorímetro Synergy H1 (Biotek) com 

excitação ajustada a 440 nm e emissão a 480 nm, com um filtro de corte de 475 nm. Após ciclos 

de agitação 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 inibição foi 

realizado com a amilina em tampão e como controle positivo foi utilizado 50 µM curcumina 

(C: 0,018 µg/µL; MM: 368,38) como substância de comparação da inibição da agregação 

amiloide (SPARKS et al., 2012; DAVAL et al, 2010). 

Os dados obtidos no equipamento foram exportados e processados através do software 

GraphPad Prism 8. 

 

4.3 PREPARO DOS EXTRATOS E PADRÕES PARA ANÁLISE POR LC-MS/MS  

 

Foram pesados 1 mg dos extratos e padrões em balança analítica, sendo solubilizados 

em 1 mL de metanol (1 mg/mL). Posteriormente, foi levado ao vórtex por 1 minuto e 

centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e transferido para 

recipiente adequado. 

Foram utilizados padrões isolados e caracterizados pelo grupo em outros trabalhos, bem 

como alguns adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha): apigenina 7-O-glicosídeo (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 ANÁLISES DOS EXTRATOS POR LC-MS/MS  

 

Foi utilizado o cromatógrafo de fase líquida Dionex UltiMate 3000 UHPLC Focused 

com detecção por arranjo de diodos (DAD) associado ao espectrômetro 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 µm, 100Å), com fluxo de 0,450 mL/min e fase móvel 

composta por (A) água com 0,1% ácido fórmico e formiato de amônio e (B) acetonitrila nas 

proporções apresentadas no Quadro 4. Os comprimentos de onda monitorados no DAD foram: 

254 nm, 270nm, 330nm, 365nm. 



49 

 

Quadro 4 - Gradiente utilizado nas análises cromatográficas. 

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 análises com ESI utilizaram os 

parâmetros 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 o modo positivo foi empregada voltagem na fonte 4 kV, corrente 

na fonte 100 µA, voltagem do capilar 10V. Para o modo negativo foi empregada a voltagem na 

fonte 5.5kV, corrente na fonte 100 µA e voltagem do capilar -12V.  

As análises com APCI utilizaram os parâmetros 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 µA, voltagem do capilar 27 V, modo 

positivo. E para as análises no modo negativo foram aplicados os mesmos parâmetros com 

exceção da voltagem do capilar 25 V. 

Em todas as análises foi empregado branco de solvente no início, meio e fim da análise. 

As análises dos extratos ocorreram em triplicata e foram injetadas em ordem aleatória. As 

análises dos padrões foram realizadas em unicata em ambas as polaridades, utilizando a fonte 

de ionização APCI. Os dados adquiridos foram tratados e processados nos softwares 

XCALIBUR versão 2.2 SP1 e MZmine versão 2.53. 

 

4.4 ANÁLISE MULTIVARIADA DOS PERFIS DE MASSAS DOS EXTRATOS E 

IDENTIFICAÇÃO PUTATIVA 

 

Os dados obtidos por LC-MS/MS foram processados utilizando o software MZmine.  A 

partir da lista total dos íons resultantes deste tratamento foram realizadas as análises 

multivariadas e identificação putativa.  
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Utilizando o software MetaboAnalyst – statistical, functional and integrative analysis 

of metabolomics data, versão 5.0 (PANG et al., 2021), foram realizadas a análise de 

componentes principais (PCA, do inglês Principal Component Analysis) e análise discriminante 

por quadrados mínimos (PLS-DA, do inglês Partial Least Squares Discriminant Analysis). Os 

dados foram inseridos no formato .csv, contendo a informação de m/z e área de cada íon, e 

aplicado o escalonamento do tipo pareto. Não foi aplicado o tratamento de normalização ou 

transformação.  

A identificação putativa (anotação) dos íons 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 parâmetros 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 construído por nosso grupo (Custom database) utilizando o software MZmine. 
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5. RESULTADOS 

5.1 ENSAIOS DE FIBRILAÇÃO AMILOIDE 

 

O protocolo padrão para o estudo do comportamento amiloide das proteínas, bem como 

a busca por inibidores é o ensaio de fluorescência da tioflavina T (THT). Este é um ensaio que 

pode ser realizado com praticidade, onde o aumento da fluorescência está associado à formação 

de folhas β no agregado (SPARKS et al., 2012; DAVAL et al, 2010). 

A medição de fluorescência de ThT geralmente apresenta uma curva sigmoidal como 

resultado da agregação. No tempo inicial, normalmente não há fluorescência detectada. 

Conforme o tempo de incubação aumenta, inicia-se a desnaturação e agregação de proteínas, 

visto que a temperatura e agitação usadas no ensaio contribuem para o processo de formação 

amiloide e, assim, o sinal de fluorescência aumenta até atingir um platô. No caso de uma 

substância ou conjunto de substâncias que sejam capazes de inibir a agregação, esse perfil 

sigmoidal será afetado, assumindo um perfil mais retilíneo (Fig. 18) (BATZLI; LOVE, 2015).  

 

 
Figura 18 - Perfil de agregação em ensaios com ThT (adaptado de BATZLI; LOVE, 2015): A 

– curva cinética obtida nos ensaios de agregação amiloide com uso do cromóforo tioflavina T; 

B – estrutura do ThT.  

 

Em nossas análises, todos os extratos de L. aristata e L. brasiliensis apresentam um 

comportamento que indica certo grau de inibição (Fig. 19), com exceção dos extratos em 

hexano (Fig. 19B e 15G). Para estes, a estabilização da curva já no estágio platô apresenta 

tempo similar ao visto com o controle positivo constituído da amilina humana sem adição de 

A 

B 
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aditivos (tampão fosfato). Vemos um perfil mais retilíneo para as amostras da partição em 

diclorometano, principalmente para L. brasiliensis (Fig. 19H), com pequenos incrementos de 

fluorescência, entretanto com valores abaixo do observado para o controle de amilina (em 

tampão fosfato) e de curcumina em mesmo tempo de análise, o que indica um potencial de 

inibição da agregação amiloide.  

 

 

 
Figura 19 - Gráficos do ensaio fibrilação amiloide frente aos extratos de L. aristata e L. 

brasiliensis: A - L. aristata (etanol) - verde; B - L. aristata (hexano) – verde-água; 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-água; 
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H - L. brasiliensis (diclorometano) – azul; I - L. brasiliensis (acetato de etila) – amarelo; J - 

L. brasiliensis (butanol) – rosa. Amilina em tampão: 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 fluorescência nas primeiras 20h, com posterior redução e estabilização até ao 

final do ensaio apresentando perfil linear e com nível de fluorescência inferior ao visto com o 

controle de curcumina (Fig. 20C).  

 

Figura 20 - Gráficos do ensaio fibrilação amiloide frente aos extratos de L. rubella: A - L. 

rubella (etanol) - verde; B - L. rubella (hexano) – verde-água; C - L. rubella (diclorometano) 

– azul; D - L. rubella (acetato de etila) – amarelo; E - L. rubella (butanol) – rosa. Amilina em 

tampão: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em vermelho. 

 

Os extratos das espécies L. lacunosa e L. rotundifolia apresentam respostas similares no 

ensaio de fibrilação amiloide (Fig. 21), os extratos em hexano alcançam o estágio platô em 

menos de 12h de ensaio, sendo semelhante ao tempo e nível de fluorescência observado com o 

controle de amilina sem aditivos. O extrato em diclorometano de L. rotundifolia (Fig. 21G) 

apresenta um incremento de fluorescência nas primeiras 12h de ensaio, com aparente redução 

e estabilidade do sinal de fluorescência até ao fim do ensaio apresentando nível inferior ao visto 

com o controle de curcumina. Este perfil pode indicar a manutenção de fase anterior ao estágio 

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, substância utilizada como padrão de referência 

de inibição.  

A 

B C 

D E 



54 

 

 

 

 
Figura 21 - Gráficos do ensaio de fibrilação amiloide frente aos extratos de L. lacunosa e L. 

rotundifolia: A - L. lacunosa (etanol) - verde; B - L. lacunosa (hexano) – verde-água; C - L. 

lacunosa (acetato de etila) – amarelo; D - L. lacunosa (butanol) – rosa. E - L. rotundifolia 

(etanol) - verde; F - L. rotundifolia (hexano) – verde-água; G - L. rotundifolia (diclorometano) 

– azul; H - L. rotundifolia (acetato de etila) – amarelo; I - L. rotundifolia (butanol) – rosa. 

Amilina em tampão: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em vermelho. 

 

Os extratos de L. origanoides apresentaram diferentes perfis (Fig. 22). O extrato 

etanólico de L. origanoides coletado no Vale das Videiras, LOVV (Fig. 22A), apresenta um 

incremento de fluorescência nas primeiras 12h, entretanto há uma redução deste valor e 

estabilidade da curva cinética até o final do ensaio. O nível de fluorescência observado se 

mostrou inferior ao controle negativo, amilina sem aditivo, e ao controle positivo, curcumina, 

indicando significativa ação deste extrato na inibição da agregação amiloide. O extrato obtido 

na região Norte, LOM (Fig. 22B), e o extrato aquoso, LOPC (Fig. 22C), apresentam o mesmo 

perfil de incremento da fluorescência em tempo inicial com aparente estabilização posterior, 
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entretanto com nível de fluorescência similar à vista com a curcumina, o que indica presença 

de substâncias com potencial capacidade inibitória da agregação, porém não apresentando 

resultado tão satisfatório ao visto em LOVV. 

 
Figura 22 - Gráficos do ensaio de fibrilação amiloide frente à extratos de L. origanoides: A - 

LOVV: L. origanoides (etanólico) coletado no Vale das Videiras - verde; B - LOM: L. 

origanoides (etanólico) coletado em Manaus. C - LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em 

Petrópolis. Amilina em tampão: controle negativo em preto; curcumina: controle positivo em 

vermelho. 

 

Em resumo, ao analisarmos todos os extratos de Lippia, nota-se que os extratos em 

hexano não apresentaram bom perfil de inibição, mostrando uma resposta de incremento de 

fluorescência muito próxima à do controle negativo constituído da amilina humana em tampão 

fosfato (ausente de aditivos). Não se encontram relatos acerca da atividade de substâncias com 

característica lipofílica frente a agregação amiloide. Um exemplo de substância presente em 

óleo vegetal é a aglicona oleuropeina (Fig. 9, página 50), um secoiridoide comum em azeite de 

oliva extravirgem, quando ensaiado no modelo da tioflavina T foram capazes de interferir na 

agregação da amilina, evitando a formação de agregados tóxicos (RIGACCI et al., 2010). 

Trabalhos relatam a redução de agregados amiloides de Aβ em camundongos tratados com 

extrato de folhas de oliveira, onde a oleuropeina, se revelou um dos principais agentes anti-

amiloidogênicos (OMAR et al., 2019). Entretanto ainda é uma substância com presenta de 

muitos grupos oxigenados que possibilitam a formação e ligações de hidrogênio entre 

substância e proteína. 
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 Substâncias polares com mais de uma unidade glicosídica são relatadas como inibidores 

de agregação como a rutina (YU et al., 2015). Entretanto, os extratos mais polares empregados 

na análise, como os butanólicos, apresentaram incremento de fluorescência do ThT próximo ao 

encontrado com a curcumina, entretanto com variações entre as espécies. O extrato butanólico 

de L. brasiliensis (LBB) apresenta uma elevação do nível de fluorescência ao final do tempo de 

análise indicando um retorno à agregação amiloide após 50 h de estabilidade. Um perfil oposto 

é observado em L. aristata, LAB, onde o nível final de fluorescência ao final do tempo da 

análise é similar ao visto no início 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 etanólico de L. origanoides 

(LOVV), o que reforça que a atividade anti-amiloide, nestes extratos, está especialmente 

relacionada à participação de substâncias fenólicas. 

 

5.2 ANÁLISES DOS EXTRATOS POR LC-MS/MS 

De um modo geral, na literatura há um predomínio do emprego da fonte de ionização 

ESI nas análises de produtos naturais realizadas por LC-MS. Esta fonte é universalmente 

empregada em diversos estudos, apresentando uma capacidade de ionizar substâncias de ampla 

faixa de polaridade e de diferentes pesos moleculares. A fonte APCI apresenta uma capacidade 

de ionizar substâncias mais apolares, sem atingir uma faixa de peso molecular tão amplo quanto 

a ESI, mas suficiente para as análises em produtos naturais (BRECHT et al., 2020). Nosso grupo 

de pesquisa vem utilizando esta fonte com frequência e tem verificado sua versatilidade no 

estudo de extratos vegetais complexos, apresentando maior abundância de íons e maior 

intensidade observada (ALBINO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020; MENDONÇA et 

al., 2020).  

Inicialmente, a fim de selecionar as melhores respostas analíticas, todos os extratos 

foram analisados com as duas fontes de ionização - ESI e APCI. A título de exemplo, na Fig. 

23, estão representados os cromatogramas obtidos do extrato etanólico de L. aristata analisados 

tanto em ESI quanto por APCI.  As diferenças nas respostas dos espectros e cromatogramas se 

mostraram similares para todos os extratos: os resultados obtidos com fonte de ionização ESI 

no modo positivo apresentaram menor intensidade dos sinais e menor definição cromatográfica, 

com o ruído apresentando-se mais intenso do que os constituintes do extrato. A análise no modo 

negativo apresentou melhor perfil, com maior intensidade, apesar do pequeno número de sinais 

visualmente identificados. Nas análises por APCI, em ambos os modos de ionização, foi visto 
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menor sinal de ruído, maior abundância de sinais e intensidade superior. Portanto, para este 

trabalho demos preferência ao uso da fonte APCI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Cromatogramas do extrato etanólico de L. aristata em ESI e APCI: A - 

cromatograma do extrato etanólico de L. aristata obtido com fonte ESI modo positivo, (B) 

modo negativo; C - com fonte APCI modo positivo e (D) APCI no modo negativo.  
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Visando melhor compreensão da composição química destes extratos, realizamos 

análises em mesmo método com padrões de substâncias descritas para o gênero Lippia. O 

fenilpropanoide glicosilado verbascosideo apresenta-se distribuído em toda família 

Verbenaceae, sendo frequentemente identificado em espécies do gênero Lippia (ALIPIEVA et 

al., 2014). A flavona glicosilada apigenina-7-O-glicosídeo, bem como as flavanonas agliconas 

naringenina, pinocembrina, sakuranetina e eriodictiol são descritos para espécies do gênero 

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; 

GUTIÉRREZ-GRIJALVA et al., 2017). As flavonas C-glicosiladas vitexina, isovitexina e 

isoorientina também são descritas para L. origanoides, orientina é relatada para a família 

Verbenaceae e putativamente identificada com base em dados de espectrometria de massas em 

L. origanoides (MARI et al., 2015; LEITÃO et al., 2017; LIANZA et al., 2022).  

As análises com os padrões demonstraram maior prevalência de fragmentos a partir dos 

sinais detectados no modo positivo como demonstrado na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Perfil obtido com análise dos padrões por APCI no modo positivo e negativo 

 

 

Utilizando a comparação com o padrão foi possível indicar a presença de algumas 

substâncias nos extratos de espécies de Lippia envolvidos no trabalho. Foi considerada a 

Padrão 
Rt 

(min) 
m/z Aduto MS2 

Apigenina–7–O–glucosídeo 
11,62 433 [M+H]+ 271 (100) 

11,61 431 [M-H]- 311 (5), 269 (100) 

Vitexina/ Isovitexina 
10,81 433 [M+H]+ 

415 (100); 397 (55), 379 (20), 367 

(40), 313 (20) 

10,78 431 [M-H]- 341 (6), 311 (100), 283 (5) 

Orientina/ Isoorientina 
10,37 449 [M+H]+ 

431 (100), 413 (55), 383 (50), 353 

(20), 329 (25) 

10,33 447 [M-H]- 369 (10), 357 (50), 327 (100) 

Narigenina 
13,60 273 [M+H]+ - 

13,56 271 [M-H]- 177 (30), 151 (100) 

Pinocembrina 

16,04 257 [M+H]+ 213 (100), 129 (20) 

16,04 255 [M-H]- 
255 (10), 213 (100), 187 (15), 169 

(10), 151 (35) 

Sakuranetina 
15,98 287 [M+H]+ 299 (20), 285 (100), 203 (10) 

15,93 285 [M-H]- 268 (100) 

Eridioctiol 
12,67 289 [M+H]+ 

289 (100), 271, 247, 179, 163 (80), 

153 (45) 

12,65 287 [M-H]- 269 (6), 151 (100), 135 (8) 

Verbascosideo 
11,17 642 [M+NH3]+ 470 (100), 325 (50), 309 (20) 

11,15 623 [M-H]- 461 (100), 315 (5) 
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variação máxima de 0,5 minutos em relação ao tempo de retenção observado na amostra e no 

padrão (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Detecção de sinais dos padrões localizados nas análises dos extratos por APCI 

modo positivo e negativo. 

 
Legenda: P: presente, ND: não 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 (resíduo aquoso) coletado em Petrópolis.  

 

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 não possuem trabalhos sobre a composição química fixa ou da presença deste 

fenilpropanoide. Entretanto, não foi detectado no extrato de LOM, apenas em LOVV e LOPC. 

Vale ressaltar, no entanto, que alguns destes sinais podem estar relacionados à isômeros de 

mesma massa deste fenilpropanoide, visto o tempo de retenção e fragmentação semelhante 

entre essas substâncias. 

Dos sete padrões de flavonoides utilizados, apigenina–7–O–glucosídeo, sakuranetina e 

eridioctiol não foram localizados em nenhum dos extratos analisados. Para os extratos das 

espécies L. aristata (acetato de etila) e L. rubella (acetato de etila) foi visto a presença de 

vitexina ou seu isômero isovitexina, flavonoides que ainda não possuem relatos de presença 

nestas espécies na literatura. Para os extratos da espécie de L. origanoides foram localizados 

quatro flavonoides com variação da presença destes em cada extrato. No extrato LOVV, foi 

detectada a presença dos flavonoides naringenina e pinocembrina. Em relação ao extrato de 

LOPC, foram localizados os flavonoides orientina/isoorientina, vitexina/isovitexina e 

Extrato 
Vitexina/ 

Isovitexina 

Orientina/ 

Isoorientina 
Naringenina 

Pinocembrina Verbascosideo 

LAA P - - - P 

LAB - - - - P 

LBA - - - - P 

LBB - - - - P 

LRuE - - - - P 

LRuA P - - - P 

LRuB - - - - P 

LRoE - - - - P 

LRoA - - - - P 

LRoB - - - - P 

LLE - - - - P 

LLA - - - - P 

LOVV - - P P P 

LOM P P P P - 

LOPC P P P - P 
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naringenina. Sendo este o único extrato com detecção dos flavonoides C-glicosilados em ambos 

modos de ionização. Para LOM, foi visto a presença dos quatro flavonoides detectados nos 

demais extratos de L. origanoides. 

Fenilpropanoides, comumente encontrado em extratos em acetato de etila, são relatados 

como inibidores da agregação amiloide (SUN et al.,2020). Considerando os resultados obtidos 

nas análises de fibrilação amiloide onde os extratos em diclorometano, acetato de etila e 

etanólico de L. origanoides (LOVV) apresentaram resultados mais satisfatórios, verificamos a 

presença do verbascosideo em alguns destes extratos. Destacamos a presença 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 etanólico LOVV (Tabela 2). O verbascosideo 

(Fig. 24A) é relatado como inibidor da agregação de Aβ associada a metal ou livre, in vitro, e 

inibição de agregação de tau in vivo (camundongos) apresentando efeitos positivos 

significativos na regulação do estresse no retículo endoplasmático, levando a maior 

neuroproteção (KORSHAVN et al., 2015; WANG et al., 2020).  O isoverbascosideo (Fig. 24B) 

também está relacionado à diminuição de depósitos amiloides in vivo (ratos), além de inibir e 

promover a degradação de Aβ in vitro (SHIAO et al., 2017). Esses resultados indicam um 

potencial de ação do verbascosideo e seus isômeros, comumente relatados no gênero Lippia, 

podendo estar relacionados ao perfil de inibição amiloide obtido nestes ensaios. Entretanto, o 

resultado de maior estabilidade na inibição da agregação amiloide obtido com o extrato LOVV 

parece estar mais relacionado à presença das flavanonas agliconas.  

 

 
Figura 24 - Estrutura do verbascosideo (A) e do isoverbascosideo (B)  

A 
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5.2.1 ANÁLISE POR LC-MS DOS EXTRATOS DE L. origanoides NO MODO POSITIVO 

  

A análise dos cromatogramas dos extratos de L. origanoides obtidos com a fonte APCI 

no modo positivo demonstra significativa diferença entre eles (Fig. 25). Visualmente, os íons 

que se destacam como semelhantes entres os três extratos são [M+H]+ m/z 288 e  [M+H]+ m/z 

316 com tempos de retenção próximos entre si. Os íons [M+H]+ m/z 502 e 501 foram vistos em 

todas as análises, mesmo naquelas utilizando apenas os solventes da fase móvel (branco), 

tornando dúbia a interpretação da presença destes íons nas amostras. Apesar do uso de mesmo 

solvente extrator para os extratos LOVV e LOM, existem diferenças visíveis entre os perfis 

químicos dos dois extratos como, por exemplo, a presença do íon [M+H]+ m/z 621 em L. 

origanoides cultivada em Manaus. Apesar da menor riqueza de sinais no extrato de LOPC 

frente aos extratos etanólico, a maior intensidade total do cromatograma foi obtida nas análises 

deste extrato.   

 

 
Figura 25 - Cromatogramas dos extratos de L. origanoides em APCI positivo: A - LOVV: L. 

origanoides (etanólico) coletado no Vale das Videiras; B - LOM: L. origanoides (etanólico) 

cultivada em Manaus. C - LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivada em Petrópolis.  
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Para maior compreensão das diferenças entre os extratos desta espécie, foi realizado as 

análises de PCA. Esta é uma das ferramentas não-supervisionadas mais empregadas nos estudos 

quimiométricos por possibilitar a compreensão da forma como as amostras interagem entre sim, 

bem como de padrões ou agrupamentos. (SMOLINSKA et al., 2012; PILON et al., 2020). O 

total de sinais obtidos após o processamento dos dados no software MZmine foi utilizado para 

estas análises. As separações obtidas na PCA (Fig. 26) corroboram as diferenças observadas 

visualmente nos cromatogramas com fonte operada no modo positivo (Fig. 25). As triplicatas 

de injeção agrupam-se por extrato, mas os mesmos se diferem entre si indicando uma diferença 

significativa na composição química destes.  

 

 

Figura 26 - Scores plot por PCA dos agrupamentos dos extratos após processamento em 

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

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

 

 Visto a separação obtida com a PCA, realizamos por PLS-DA visando indícios dos íons 

mais significativos para a diferenciação destes extratos. Este é um método supervisionado que 

permite maximizar a separação entre os grupos avaliados construindo um modelo que separa 

os diferentes grupos de amostras com base em suas variáveis, ou seja, as características dos 

metabólitos detectados nos diferentes extratos de Lippia origanoides. No gráfico de scores 

visualiza-se a separação dos grupos e no gráfico de loadings pode-se investigar os principais 

íons se destacam na discriminação das amostras, semelhante ao visto nas análises em PCA 
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(WANT; MASSON, et al., 2011; PILON et al.; 2020). Nos nossos resultados, verificamos uma 

significativa separação entre os extratos utilizando os dados do modo positivo (Fig. 27). Os 5 

íons de maior destaque na separação de cada um dos extratos são: [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).   

 

 

Figura 27 - Análises PLS-DA dos íons obtidos após processamento dos dados no modo 

positivo: A - Scores plot por PLS-DA dos agrupamentos dos extratos; B - gráfico de loadings 

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

(etanólico) cultivada em Manaus; LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivada em Petrópolis.  
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No cromatograma do extrato LOM, o íon m/z 397 é detectado em dois diferentes tempos 

de retenção médio (Trm) distintos: 27,12 min e Trm: 31,57 min. Apesar desta diferença, o perfil 

de fragmentação é similar aos dois, com sinais [M+H] + m/z 315, 287, 261, 257, 243, 189, 147 

e 161. Tal semelhança parece indicar se tratar de íons isóbaros com características compatíveis 

com a fragmentação de um fitoesterol. O β-sitosterol (peso molecular 414, Fig. 28), comumente 

apresenta pico base com perda de uma molécula de água em análises utilizando APCI em modo 

positivo, além de fragmento em [M+H]+ m/z 161, correspondente à clivagem do anel C do 

esteroide (MO et al., 2013). A presença de outros íons diagnósticos é relatada no trabalho de 

Patel et al. (2021) utilizando mesma fonte de ionização como [M+H] + m/z 287, 257, 147. A 

presença deste fitoesteroide já foi relatada no extrato metanólico de Phyla sidoides, espécie 

pertencente à família Verbenaceae, e anteriormente pertencente ao gênero Lippia 

(MACAMBIRA et al., 1986). Além do mais, o β-sitosterol é de ocorrência comum no reino 

vegetal. 

 
Figura 28 – Estrutura do β-sitosterol e perfil de fragmentação do íon [M+H]+ m/z 397 
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O sinal de [M+H]+ m/z 315 (Trm: 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 padrão de fragmentação é compatível 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 fragmentação utilizando fonte APCI em modo positivo do flavonoide 3,7- di-

O-metil-kaempferol ([M+H]+ m/z 315). Entretanto, os demais fragmentos não são compatíveis 

aos apresentados neste trabalho, indicando se tratar de outra substância de mesma massa. Vale 

ressaltar, o indício de perda de molécula de água, indicando presença de grupo hidroxila nesta 

estrutura (-18, [M+H-CH3 – H2O]+), sinal em [M+H]+ m/z 282.  

 
Figura 29 – Perfil de fragmentação do sinal de [M+H] +

 m/z 315 

 

Ademais, este íon de [M+H]+ m/z 315 apresenta semelhanças com o flavonoide 

cirsimaritina (peso molecular 314 Da) tendo perfil de comprimento de onda compatível (Fig. 

30) com o demonstrado no trabalho de Grayer (2000), apresentando sinais em 275 e 336 nm. 

Entretanto não foi localizado trabalhos relatando o perfil de fragmentação deste flavonoide. 

Esta flavona é descrita para a espécie L. graveolens (LIN et al., 2007). Não foram encontrados 

trabalhos relatando a atividade inibidora de agregação amiloide para este flavonoide, entretanto 

foi demonstrado a capacidade de modulação do apoptose em células β pancreáticas (LEE et al., 

2017). 
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Figura 30 - Espectro ultravioleta do sinal de [M+H]+ m/z 315 (A) e estrutura da cirsimaritina 

(B) 

 

Os íons [M+H]+ m/z 621 (Trm: 26,50 min) e [M+H]+ m/z 409 (Trm: 29,86 min) de LOM 

não foram identificados. 

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

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

isoorientina, por similaridade do seu perfil de fragmentação em comparação com a mistura 

padrão destes flavonoides, utilizada como referência. Destacam-se os fragmentos [M+H] + m/z 

431 (pico base), 413, 395, 383, 353, 329, 299 e 287.  

 

Figura 31 – Perfil de fragmentação do íon de [M+H] +
 m/z 449 no modo positivo: A – 

amostra LOPC; B – padrão orientina/isoorientina. 
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Com o uso do padrão contendo os flavonoides C-glicosilados vitexina, isovitexina, 

orientina e isoorientina, foi possível a caracterização do íon [M+H]+ m/z 433 (Trm: 11,13 min) 

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

415 (pico base), 397, 367, 313 e 285.  

 

Figura 32 - Perfil de fragmentação do íon de [M+H] +
 m/z 433 no modo positivo: A - amostra 

LOPC; B - padrão vitexina/isovitexina. 

 

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

moléculas de água inicialmente e da fragmentação da unidade glicosídica (Fig. 33) (WARIDEL 

et al., 2001). 

A 

B 



68 

 

 
Figura 33 - Estrutura dos flavonoides C-glicosilados: A- orientina/vitexina, B – isovitexina/ 

isoorientina, C – fragmentação da unidade glicosídica em orientina, D – fragmentação da 

unidade glicosídica em isovitexina. 

 

Dentre as substancias anotadas, algumas têm relato na literatura de interação com 

proteínas amiloidogênicas. A isoorientina, por exemplo, demonstrou capacidade de inibir 

enzimas relacionadas à fosforilação de proteínas envolvidas em agregados amiloides, tau, bem 

como inibir rotas apoptóticas desencadeadas por Aβ, apresentando, consequentemente, efeito 

neuroprotetor in vitro (LIANG et al., 2016; KIM et al., 2021). A orientina, igualmente, 

apresenta benefícios frente efeitos citotóxicos de agregados Aβ, apresentando melhora dos 

déficits cognitivos em camundongos, além da modulação dos níveis de estresse oxidativo e 

minimização da disfunção mitocondrial (YU et al., 2015). Tratamento de células com o 

flavonoide vitexina, antes de exposição à Aβ, levou ao aumento da viabilidade celular superior 

ao encontrado com o tratamento com quercetrina e isovitexina (GUIMARÃES et al., 2015). 

Isso indica a ação positiva na inibição de citotoxicidade causada por agregados amiloides na 

presença de flavonoides glicosilados. Entretanto na investigação da inibição da conformação 

amiloide da proteína transtirretina, TTR, foi visto que o flavonoide luteolina apresenta efeito 

de estabilização da proteína, enquanto o mesmo não é visto com a substância glicosilada. 

Análises in silico demonstraram que a presença da porção glicosídica não permite a melhor 

conformação de ligação à proteína (IAKOVLEVA et al., 2015). Análises da interação entre a 

proteína e flavonoides glicosilados através de ressonância magnética nuclear demonstram que 
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a presença da unidade glicosídica, em especial C-glicosilação e a presença de dissacarídeos, 

levam à redução da afinidade de ligação em relação a oligômeros Aβ (GUZZI et al., 2017). 

Portanto, considerando a presença destes flavonoides neste extrato, a diferença no resultado 

obtido no ensaio de fibrilação amiloide entre LOVV e LOPC pode ser influenciada por estes 

flavonoides.  

Por fim, o íon [M+H]+ m/z 360 em LOPC, (Trm: 0,66 min) não foi identificado. 

Em LOVV, os íons de m/z 285 (Trm: 16,66 min e 16,38 min) apresentam mesmo perfil 

de fragmentação, 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-CH3] e [M+H] + m/z 242 [M+H-CH3-CO] são 

compatíveis com o relatado para o flavonoide genkwanina (Fig. 34) (LI et al., 2012), sendo este 

íon o mais relacionado à diferenciação do extrato LOVV. Este flavonoide é relatado em L. 

origanoides (sinonímia L. rigida), e foi anotado em trabalho recente do grupo analisando este 

mesmo extrato (OLIVEIRA, et al., 2013; LIANZA et al., 2022). 

 

 
Figura 34 – Perfil de fragmentação do íon [M+H]+ m/z 285 e estrutura da genkwanina. 

 

Em trabalho de 2021, foi demonstrada a capacidade inibitória da agregação amiloide de 

amilina e Aβ pela genkwanina em ensaios de ThT, corroborada por análises de microscopia de 

força atômica. Além disso, ensaios de docking molecular demonstraram que a interação entre 

essa flavona e a porção amiloidogênica da amilina leva ao aumento de ligações de hidrogênio, 

com ação de doador ou aceptor para os átomos de oxigênio O3, O4, O5, interação π-π com o 
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aminoácido aromático fenilalanina (Phe23), e interação com os resíduos de asparagina (Asn22) 

e serina (Ser28) (XU et al., 2021). 

Finalmente, os íons de [M+H]+ m/z 240 (Trm: 16,35 min), [M+H]+ m/z 307 (Trm: 25,74 

min) e [M+H]+ m/z 336 (Trm: 19,74 min) de LOVV não foram identificados. 

 

5.4 ANÁLISE 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 presença de íons de maior peso molecular e mais apolares em LOM, quando 

comparado aos outros extratos. Em LOPC, destacam-se os íons de [M-H]- m/z 449 e 447, 

concentrados na região entre 10 e 12 minutos. Em LOVV, os sinais de maior intensidade são 

[M-H]- m/z 465, 287, 271 e 255, entre 10 e 16 minutos. 

 

 

Figura 35 - Cromatogramas dos extratos de L. origanoides em APCI negativo: A - LOVV: L. 

origanoides (etanólico) coletado no Vale das Videiras; B - LOM: L. origanoides (etanólico) 

cultivado em Manaus; C - LOPC: L. origanoides (aquoso) cultivado em Petrópolis.  

 

Considerando a diferença do perfil obtido com as análises no modo negativo, foi 

realizada as análises de PCA visando confirmar a separação destes extratos como visto no 

cromatograma. Assim como nas análises no modo positivo, o total de sinais obtidos após o 

processamento dos dados no software MZmine foi utilizada para estas análises. A PCA (Fig. 

A 

B 

C 
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36) corrobora as diferenças observadas visualmente nos cromatogramas. As triplicatas de 

injeção agrupam-se por extrato e a separação obtida com as PC denotam uma diferenciação 

significativa entre os três extratos. 

 
Figura 36 - Scores plot por PCA dos agrupamentos dos extratos após processamento em APCI 

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

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

 

Na análise por PLS-DA (Fig. 37), os extratos apresentam significativa separação, 

seguindo padrão visto na análise de PCA. No gráfico de loadings, indica-se maior relação dos 

íons de [M-H]- m/z 271, 255, 316, 283 e 287 ao extrato LOVV. Em LOPC, vemos os íons de 

[M-H]- m/z 447, 493, 387, 494 e 431. Para LOM, destacam-se os íons com [M-H]- m/z 597, 

613, 612, 620 e 981. Esses dados reforçam a indicação visual da maior presença de íons com 

massa molecular mais elevadas em LOM frente aos outros dois extratos. 
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Figura 37 - Análises PLS-DA dos íons obtidos após processamento dos dados no modo 

negativo: A - Scores plot por PLS-DA dos agrupamentos dos extratos; B - gráfico de loadings 

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

Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrópolis.  
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Assim como no modo positivo, destacam-se em LOPC, íons relacionados aos 

flavonoides C-glicosilados (Fig. 38). O íon de [M-H]- m/z 447 (Trm: 10,25 min) é compatível 

com o tempo de retenção e fragmentação do padrão de isoorientina/orientina (Tr: 10,33 min). 

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

o padrão de isovitexina/vitexina (Tr: 10,78 min) (Tabela 2).  

 

 

Figura 38  - Perfil de fragmentação do íon [M-H]- m/z 447 e 431 no modo negativo: A- 

Fragmentação do íon [M-H]- m/z 447 na amostra LOPC; B- Fragmentação no padrão; C- 

Fragmentação do íon [M-H]- m/z 431 na amostra LOPC; D- Fragmentação no padrão. 

 

O íon m/z 493 apresenta fragmento [M-H]- m/z 447, podendo indicar a formação de 

aduto de ácido fórmico (MM: 46 Da) à isoorientina, [447-H+46]-. Entretanto, não foi detectado 

a presença de outros sinais de fragmentação que pudessem subsidiar esta hipótese.  

Não foi possível identificar o íon [M-H]- m/z 387 (Trm: 0,65 min) com a presença dos 

fragmentos [M-H]- m/z 341 (-46 Da) e [M-H]- m/z 179 (-46Da -162Da), porém são fragmentos 

muito característicos de ácidos fenólicos (MARCHETI et al., 2019) 

Apesar de não constar entre os 5 mais significativos no gráfico de loadings obtido a 

partir da análise de PLS-DA, o íon [M-H]- m/z 623 apresenta-se relacionado ao extrato LOPC. 

Este íon é detectado duas vezes em tempo de retenção distintos. O íon em Trm: 11,17 min, 

referente ao fenilpropanoide glicosilado verbascosideo, identificado por comparação com o 

padrão (Tr: 11, 15 min; Tabela 1). Já o íon no Trm: 11,43 min, apresenta fragmentação similar 
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à vista com verbascosideo, tendo fragmentos de [M-H]- m/z 461 (-162 Da), relativo a perda do 

ácido cafeico, e [M-H]- m/z 315 (-162Da -146Da) relacionado à perda da ramnose (Fig. 39). 

Esse perfil de fragmentação indica a possível presença de isóbaro, tal como forsitosideo A, ou 

o isoverbascosideo, ambos relatados em Lippia (MARTINS et al., 2019). 

 

 

Figura 39 – Perfil de fragmentação do íon [M-H]- m/z 623: A- Fragmentação na amostra LOPC; 

B- Fragmentação no padrão; C – estrutura verbascosideo. 

 

Como demonstrado no cromatograma de LOM, os íons mais significativos são 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 (Trm: 22,67 min), m/z 620 (Trm: 26,32) e 

m/z 981 (Trm: 26,80 min). Entretanto, não foi possível identificar os íons selecionados.  

Em relação aos íons mais destacados em LOVV, o íon de [M-H]- m/z 271 (Trm: 13,65 

min) foi identificado como flavonoide naringenina (Fig. 40) por comparação com o tempo de 

retenção e perfil de fragmentação do padrão (Tr: 13,56 min, Tabela 2).  
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Figura 40 – Perfil de fragmentação do íon [M-H]- m/z  271 e estrutura da naringenina: A – 

Fragmentação do íon [M-H]- m/z 271 em LOVV; B – no padrão de naringenina; C-  estrutura 

naringenina 

 

Não há relatados, até o momento, da atividade deste flavonoide frente à amilina. 

Todavia, trabalhos demonstram que a naringenina inibe as enzimas envolvidas na agregação 

amiloide de Aβ reduzindo a toxicidade in vitro (MD et al., 2018; ALI et al., 2019). Também foi 

demonstrado que este flavonoide tem alta permeabilidade à barreira hematoencefálica, atuando 

na melhora do aprendizado e memória de ratos que receberam pré-tratamento, através da 

redução do nível de Aβ e dos processos inflamatórios, especialmente no hipocampo 

(GHOFRANI et al., 2015). Esses achados indicam o potencial de ação desta substância em 

doenças amiloidogênicas.  

O íon [M-H]- m/z 255 (Trm: 16,09 min) foi igualmente identificado com uso de padrão 

como a pinocembrina (Tr: 16,04 min) (Fig. 41, Tabela 2). Foi demonstrado que este flavonoide 

é capaz de reduzir o dano causado por proteína amiloidogênica (fAβ1-40), levando ao aumento 

da sobrevivência celular e inibindo vias de superprodução de citocinas pró-inflamatórias em 

células endoteliais cerebrais (LIU et al., 2014b). Também está associada à inibição do apoptose 

por via mitocondrial (WANG et al., 2016). Em modelo animal, foi visto que a pinocembrina 

está associada à melhora da cognição em camundongos, por promover proteção neurovascular 

com redução de mediadores inflamatórios e modulação de receptores envolvidos no processo 

da amiloidogênese Aβ (RAGE) (LIU et al., 2014a). 
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Figura 41 – Perfil de fragmentação do íon [M-H]- m/z 255 e estrutura da pinocembrina: A – 

fragmentação do íon de [M-H]- m/z 255 no extrato de LOVV; B - no padrão de pinocembrina; 

C - estrutura do flavonoide pinocembrina.  

 

 O íon de [M-H]- m/z 283 (Trm: 16,14 min) apresenta massa compatível com o flavonoide 

genkwanina, putativamente identificado nas análises no modo positivo. Apenas um fragmento 

foi detectado, [M-H]- m/z 268 (Fig. 42), potencialmente relacionado à saída de um grupo metila 

(-CH3). Este perfil é compatível com o relatado na literatura (LI et al., 2012). 

 
Figura 42 - Perfil de fragmentação do íon [M-H]- m/z 283 e estrutura da genkwanina 
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O íon [M-H]- m/z 287, apesar de massa compatível com o flavonoide eriodictiol, não 

apresenta tempo de retenção similar ao visto com as análises utilizando o padrão, apresentando 

variação de 1 minuto (Trm amostra: 11,62 min e Tr padrão: 12,65 min). Além disso, não 

apresenta sinais de fragmentação diferentes do padrão, sendo [M-H]- m/z 269, 259 (100), 243, 

201, 180; enquanto o padrão de eriodictiol apresentou os sinais de [M-H]- m/z 269, 151 (100), 

135.  

 

5.5 PERFIL DOS EXTRATOS DE L. origanoides  

 

Poucos íons destacados nas análises por PLS-DA se repetiram em ambos os modos de 

ionização, indicando a relevância da análise em modo positivo e negativo de ionização para 

melhor caracterização do extrato por LC-MS. 

Das substâncias identificadas, vemos predominância de flavonoides glicosilados no 

extrato aquoso de LOPC, indicando que a extração por decocção leva a uma maior presença de 

substâncias glicosiladas (hidrofílicas) e que não aparentam contribuir positivamente para a 

inibição da agregação amiloide. Contudo, trabalhos indicam o potencial destas substâncias na 

modulação de outros fatores relacionados a danos citotóxicos decorrentes da agregação 

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 são relatados como inibidores da agregação amiloide ou, ainda, promotores 

da degradação das fibras formadas, sendo este um importante mecanismo para o 

remodelamento de conformações tóxicas em atóxicas (KORSHAVN et al., 2015; SHIAO et al., 

2017; SUN et al., 2020; WANG et al., 2020).  

Em LOM, a maior predominância de substâncias como fitoesteróis pode estar 

relacionada à diferença entre o resultado obtido com este extrato e ao visto em LOVV nos 

ensaios de inibição da fibrilação amiloide. Apesar das possíveis interações hidrofóbicas com a 

proteína, são as interações por ligação de hidrogênio e entre resíduos aromáticos que 

estabilizam mais adequadamente a região amiloidogênica da amilina (PATEL et al., 2017; XU 

et al., 2017; ALKAHTANE et al., 2021). 

A presença de flavonoides não glicosilados e com presença de grupos hidroxilas 

disponíveis para formar ligações de hidrogênio com a amilina em LOVV, pode ser um dos 

principais fatores envolvidos na ação observada com possível inibição da agregação amiloide, 

apresentando até mesmo fluorescência inferior ao visto com o controle de curcumina 

(MAHBOOB et al., 2023). Apesar de estudos relacionarem os flavonoides naringenina e 



78 

 

pinocembrina a diferentes efeitos benéficos revertendo efeitos tóxicos causados por agregados 

amiloides, não foram encontrados trabalhos relatando a propriedade de inibição da agregação 

amiloide por estes flavonoides (LIU et al., 2014A; GHOFRANI et al., 2015). 

Resumo das substâncias destacadas nas análises de PLS-DA está disposto na Tabela 3. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extrato  Substâncias Tr 

(min) 

m/z Aduto MS2 Atividade 

relacionada 

LOVV 

Genkwanina 16,66 285 [M+H]+ 285 (100), 

270, 242, 225, 

167  

Inibe agregação 

amiloide (Aβ e 

amilina) 
16,14 283 [M-H]- 268 (100) 

N.I. 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 

- 

N.I. 19,74 336 [M+H]+ 319 (100) - 

N.I. 13,56 316 [M-H]- 317, 289 (100) - 

Naringenina 13,65 271 [M-H]- 227, 177, 151 

(100) 

Redução sinais 

inflamatórios e 

inibição enzimática 

Pinocembrina 16,09 255 [M-H]- 255, 213 

(100), 187, 

151, 145 

Redução sinais 

inflamatórios e 

inibição enzimática 

N.I. 11,62 287 [M-H]- 269, 259 

(100), 243, 

201, 180 

- 

LOM 

β-sitosterol 27,12 397 [M+H]+ 315, 287, 261, 

257, 243 

(100), 189, 

161, 147 

- 

N.I. 26,50 621 [M+H]+ 589, 561 

(100), 515, 

461 

- 

N.I. 24,84 409 [M+H]+ 393, 339, 299, 

285, 271, 231, 

243, 217 

(100), 203, 

191 

- 

Flavonoide 

metoxilado 

16,81 315 [M+H]+ 300 (100), 269 - 

Fitoesterol 31,57 397 [M+H]+ 315, 287, 257 

(100), 243, 

189, 161, 147  

- 

N.I. 24,13 597 [M-H]- 444 (100) - 

N.I. 21,82 613 [M-H]- 580 (100), 548 - 

N.I. 22,67 612 [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. Substâncias destacadas no PLS-DA identificadas nos extratos de L. origanoides. 

(continuação) 

 
Legenda: N.I. – não identificado; LOVV: L. origanoides (etanólico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. 

origanoides (etanólico) coletado em Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrópolis 

 

A influência da ação destas substâncias está bem correlacionada com a maior presença 

em cada extrato. Visto a identificação dos flavonoides com uso do padrão nestes três extratos e 

o destaque para a presença de flavonoides no extrato LOM, avaliamos a porcentagem relativa 

visando compreender a proporção destas substâncias nestes extratos (Tabela 4). Vemos, 

primeiramente, uma corroboração dos resultados obtidos nas análises de PLS-DA, com maior 

presença dos flavonoides C-glicosilados em LOPC, e das agliconas naringenina e pinocembrina 

no extrato LOVV. Apesar da detecção de todos os flavonoides em LOM, estes não são 

representativos na composição total do extrato em nossas análises por LC-MS. Reforçando a 

maior diferença deste extrato frente aos demais da mesma espécie. Apesar da abundante 

distribuição do verbascosideo nas espécies de Lippia, vemos que nestes três extratos a presença 

deste fenilpropanoide glicosilado não se apresenta com destaque na composição destes extratos.  

Considerando a maior presença dos flavonoides C-glicosilados no extrato de LOPC 

comparado aos demais, bem como a concentração mais significativa de agliconas em LOVV e 

baixa em LOM, levantam indícios que a presença destas substâncias podem estar relacionadas 

aos diferentes perfis vistos no ensaio de fibrilação amiloide e que as agliconas podem 

influenciar mais positivamente na inibição da agregação amiloide de amilina humana como 

demonstrado em trabalhos na literatura (GUZZI et al., 2017; IAKOLEVA et al., 2015). Vale 

LOPC 

Orientina/ 

Isoorientina 

10,70 449 [M+H]+ 431 (100), 

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/ 

Isovitexina 

11,13 433 [M+H]+ 415 (100), 

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-H]- 447 (100), 375 - 

N.I. 0,65 387 [M-H]- 341 (100) - 

N.I. 10,89 494 [M-H]- 448 (100), 405 - 
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ressaltar, no entanto, que estas substâncias glicosiladas apresentam diversos efeitos positivos 

na melhora da solubilidade em água e estabilidade química, bem como efeitos biológicos de 

minimização de efeitos tóxicos gerados por agregados amiloides (GUZZI et al., 2017). São 

necessários mais estudos visando a maior compreensão da interação tanto das agliconas, quanto 

destes flavonoides glicosilados com agregados amiloide da amilina humana. 

 

Tabela 4 - Proporção das substâncias identificadas com os padrões nos extratos de L. 

origanoides 

Substância LOVV (%) a LOM (%) a LOPC (%) a 

Vitexina/ isovitexina - 0,3% (+) 
35,5% (+)  

4,3% (-) 

Orientina/isoorientina 0,09% (+) 0,6% (+) 
9% (+) 

19,8% (-) 

Naringenina 22,7% (-) 2,3 % (-) 0,4% (-) 

Pinocembrina 18,4% (-) 0,2% (-) - 

Verbascosideo 0,1% (-) - 
0,7% (+) 

 3% (-) 

Legenda: LOVV: L. origanoides (etanólico) coletado no Vale das Videiras; LOM: L. origanoides (etanólico) 

coletado em Manaus. LOPC: L. origanoides (aquoso) coletado em Petrópolis. 
a Porcentagem relativa calculada pela área de cada pico em relação ao somatório da área total de todos os picos no 

cromatograma no modo positivo e negativo de ionização. +: identificada no modo positivo; -: identificado no modo 

negativo. 

  

 Estes resultados corroboram resultados anteriores acerca dos diferentes resultados de 

atividade biológica encontrados com os extratos de L. origanoides. O extrato de LOM 

apresentou maior capacidade de inibição da enzima α-glucosidase em relação ao extrato de 

LOVV (LIANZA et al., 2021). Resultado oposto ao encontrado em nossas análises de fibrilação 

amiloide. Estes resultados reforçam o potencial deste gênero para a busca de novas substâncias 

ativas para diversas finalidades, mas também demonstram necessidade de maior compreensão 

da influência de fatores externos na composição metabólica de L. origanoides. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho reforça o potencial de espécies nativas brasileiras para a descoberta 

de potenciais fontes de substâncias com atividade anti-amiloide frente à amilina humana, sendo 

este o primeiro relato de trabalho relacionado a amiloidoses com espécies do gênero Lippia. 

 Os resultados mais satisfatórios na inibição amiloide estão relacionados aos extratos de 

média polaridade, com destaque para extratos em etanol, diclorometano e acetato de etila. O 

extrato etanólico de L. origanoides coletado em região de altitude apresentou os menores 

valores de incremento na fluorescência de ThT, além de um perfil mais linear indicando maior 

estabilização da amilina em sua conformação não fibrilar.  

As diferentes regiões de coleta demostraram um impacto significativo na composição 

química dos espécimes de L. origanoides, além do solvente extrator. Através das análises por 

LC-MS foi observada a presença de substâncias de maior peso molecular nos extratos de LOM, 

quando comparado aos demais, bem como sinais relacionados a substâncias de caráter mais 

apolares como β-sitosterol. Para LOPC, foi identificado presença mais significativa de 

flavonoides C-glicosilados na composição deste extrato. No extrato de LOVV, a presença das 

agliconas naringenina, pinocembrina e genkwanina são mais relacionadas, indicando que a 

região de altitude influencia na produção metabólica de flavonoides não glicosilados que 

parecem ser melhor relacionados à inibição da agregação amiloide. 

Este é o primeiro relato do estudo com espécies do gênero Lippia na busca de potenciais 

inibidores da agregação amiloide da amilina humana. A observação da atividade nestes extratos, 

em especial em LOVV, indicam uma promissora fonte de agentes anti-amiloidogênicos, sendo 

necessário, no entanto, estudos posteriores por técnicas de microscopias que permitam a 

confirmação da atividade inibitória destes extratos e/ou estas substâncias potencialmente mais 

relacionas à atividade de inibição da formação de fibras, bem com a toxicidade dos complexos 

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

grupo. 
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