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RESUMO

O dleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZz) se destaca por suas atividades farmacolégicas
como a neuroprotecio e a cardioprotecao, que estdo relacionadas ao bloqueio de canais de
célcio tipo L (Ca*L). Os monoterpenos sdo os compostos presentes em grandes quantidades
na composicao quimica do OEAz e que variagdes no método de extragdo podem resultar em
modificagbes do teor e perfil do dleo obtido, este estudo teve como objetivo intensificar a
extracdo do OEAz, bem como avaliar in silico as suas caracteristicas farmacoldgicas e de
ligagdo dos monoterpenos e sesquiterpenos identificados sobre os Ca*™L. A pesquisa se
caracteriza como experimental e in silico. A abordagem analitica verificou a influéncia da
secagem e do tamanho de particulas_das folhas de Alpinia zerumbet sobre o rendimento da
extracdo e umidade, além da composi¢cdo quimica do OEAz, que foi analisada por meio de
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Em seguida, foi realizada analise
in silico por docagem molecular para possiveis interagdes entre os monoterpenos e Ca*’L e
de suas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas. Nao houve diferengas significativas
no teor de umidade entre grupos (5,3% a 8,1%), mas o rendimento foi maior no grupo Folhas
Secas 16-60 MESH trituradas em moinho de facas. A analise cromatografica mostrou a
presenca de monoterpenos, terpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados em todos os grupos, com os compostos terpineno-4-ol, gama-terpineno, 1,8-
cineol e 4(10)-tujeno em maior porcentagem. O percentual total de terpineno-4-ol,
majoritariamente encontrado em todos os grupos, referente ao rendimento obtido do OEAz foi
de 0,124+0,018 para grupo FF; 0,445+0,089 para grupo FS; 0,444+0,177 para grupo FS8-16;
0,736+0,254 para o grupo FS16-60. Os resultados da analise da docagem molecular
revelaram que nove compostos identificados nas folhas de Alpinia zerumbet tém potencial
para interagir com os Ca*L identificados como caveolinas cerebrais (Cav1.3). Desses
compostos, o cariofileno e o 6xido de cariofileno demonstraram as melhores afinidades de
ligacdo, com o oxido de cariofileno demonstrando capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica. Assim, estes compostos sdo possiveis candidatos viaveis para
desenvolvimento de farmacos. Conclui-se que modificagdes no processamento das folhas de
Alpinia zerumbet quanto a secagem e tamanho de particula (16-60 MESH) das folhas, permitiu
obter um OEAz com melhor rendimento, sem perda de compostos quimicos de interesse, com
alto teor de monoterpenos e sesquiterpenos, oxigenados ou ndo, de interesse para a area
farmacéutica, especialmente os sesquiterpenos, cariofileno e o6xido de cariofileno, que
mostraram maior afinidade em relagédo a Cav1.3, validando possiveis novas estratégias
terapéuticas.

Palavras-chave: Oleo essencial; Alpinia; Hidrodestilagdo; Monoterpenos; Docking Molecular;
Canais de Calcio Tipo L.



ABSTRACT

Alpinia zerumbet essential oil (EOAZz) stands out for its pharmacological activities such as
neuroprotection and cardioprotection, which are related to the blockade of L-type calcium
channels (Ca+2L). Monoterpenes are compounds present in large quantities in the chemical
composition of EOAz and variations in the extraction method can result in changes in the
content and profile of the oil obtained. This study aimed to intensify the extraction of EOAz, as
well as evaluate in silico the its pharmacological and binding characteristics of the
monoterpenes and sesquiterpenes identified on Ca+2L. The research is characterized as
experimental and in silico. The analytical approach verified the influence of drying and particle
size of Alpinia zerumbet leaves on the extraction yield and humidity, in addition to the chemical
composition of EOAz, which was analyzed using gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Next, in silico analysis was carried out by molecular docking for possible
interactions between monoterpenes and Ca+2L and their physicochemical and
pharmacokinetic properties. There were no significant differences in moisture content between
groups (5.3% to 8.1%), but the yield was higher in the group Dried Leaves 16-60 MESH
crushed in a knife mill. Chromatographic analysis showed the presence of monoterpenes,
oxygenated terpenes, sesquiterpenes and oxygenated sesquiterpenes in all groups, with the
compounds terpinene-4-ol, gamma-terpinene, 1,8-cineole and 4(10)-thujene in the highest
percentage. The total percentage of terpinen-4-ol, mostly found in all groups, referring to the
yield obtained from EOAz was 0.124+0.018 for the FF group; 0.445+0.089 for FS group;
0.444+0.177 for group FS8-16; 0.736+0.254 for the FS16-60 group. The results of the
molecular docking analysis revealed that nine compounds identified in Alpinia zerumbet leaves
have the potential to interact with Ca+2L identified as brain caveolins (Cav1.3). Of these
compounds, caryophyllene and caryophyllene oxide demonstrated the best binding affinities,
with caryophyllene oxide demonstrating the ability to cross the blood-brain barrier. Thus, these
compounds are possible viable candidates for drug development. It is concluded that
modifications in the processing of Alpinia zerumbet leaves in terms of drying and particle size
(16-60 MESH) of the leaves, allowed obtaining an EOAz with better yield, without loss of
chemical compounds of interest, with a high content of monoterpenes and sesquiterpenes,
oxygenated or not, of interest to the pharmaceutical area, especially sesquiterpenes,
caryophyllene and caryophyllene oxide, which showed greater affinity in relation to Cav1.3,
validating possible new therapeutic strategies.

Keywords: Essential oil; Alpinia; Hydrodistillation; Monoterpenes; Molecular Docking; L-type

Calcium Channels.
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1 INTRODUGAO

A Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt. & R.M. Smithé uma planta da familia
Zingiberaceae comumente encontrada em regides tropicais e subtropicais e que €
utilizada popularmente como anti-hipertensivo e ansiolitico (VAN et al., 2021). Sua
relevancia pode ser evidenciada pela inclusao da espécie na Relagao Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde (ReniSUS).

De acordo com a literatura, o 6leo essencial obtido das folhas desta espécie
apresenta acgdes bioldgicas com potencial terapéutico: no sistema cardiovascular, a
administracdo intravenosa do OEAz e de seu componente quimico terpineno-4-ol
diminuiram a hipertensdo experimentalmente induzida em ratos, um efeito atribuido
diretamente ao relaxamento dos musculos lisos dos vasos (LAHLOU et al.,, 2002;
LAHLOU et al., 2003). Este efeito miorrelaxante (vasodilatador/anti-hipertensivo) também
foi observado em artérias de ratos tratados com o OEAz (33,29% de 1,8-cineol, 19,4% de
terpineno-4-ol e 11,04% de p-cimeno, em porcentagem do peso do 6leo) e com o 1,8-
cineol isoladamente. Neste estudo, os autores observaram que as ac¢des do OEAz e 1,8-
cineol do foram diminuidas pela administragdo de inibidores da sintese de oxido nitrico
endotelial (PINTO et al., 2009). Rocha et al. (2023) mostraram que o efeito relaxante do
OEAZz sobre a resisténcia vascular em aorta de ratos envolve o bloqueio de mobilizagéo
de ions calcio, sendo que a analise por docking molecular indicou a interacdo de
compostos presentes no OEAz tanto com canais de membrana dependentes de voltagem
(influxo de calcio) quanto com canais do reticulo sarcoplasmatico (liberagéao de calcio para
o sarcolema).

Buscando elucidar o efeito e mecanismo de agcdo do OEAz sobre o musculo
cardiaco, Santos et al. (2011) mostraram que a inibigdo de canais de Ca®'L esta envolvida
no efeito cardiodepressor (diminuigdo da forga de contragao, ritmo sinusal e frequéncia
cardiaca) provocado por este 6leo. Observou-se que o OEAz (contendo 38,0% de
terpineno-4-ol e 18,0% de 1,8-cineol) diminui a passagem corrente elétrica nos canais de
Ca?'L (SANTOS et al., 2011). Mais recentemente, Holanda et al. (2023) mostraram que
administracao do OEAz via oral, majoritariamente constituido de 1,8-cineol, p-cimeno,
terpineno-4-ol e y-terpineno, promove diminuigdo da modulacdo simpatica sobre o
coragao de ratos com infarto agudo do miocardio.

As acdes do OEAz sobre tecidos excitaveis também foram investigadas em
modelos experimentais para estudo do sistema nervoso. Foi observado que o OEAz
diminui de forma reversivel a amplitude e a velocidade de conducéao do potencial de agéo
em nervo ciatico de roedores (LEAL-CARDOSO et al., 2004). No sistema nervoso central,

trabalhos indicaram que o OEAZ teve efeito depressor, antipsicético (de ARAUJO et al.,
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2009; administragao intraperitoneal) e ansiolitico (MURAKAMI et al., 2009; administragao
inalatéria, OEZ: p-cimeno 28,0%, 1,8-cineol 17,9%, terpineno-4-ol 11,9) em roedores. Foi
evidenciado que esta acdo antipsicotica tem relagdo com efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio e promotor de aumento dos niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro),

Em musculos estriados esqueléticos, o OEAz contendo p-cimeno (31,0%), 1,8-
cineol (23,3%) e terpineno-4-ol (22,7%) melhorou a marcha de ratos imobilizados em
modelo para estudo de fibrose muscular (BATISTA et al., 2022). Ja havia sido observado
que o OEAz, também administrado por via cutanea, diminui a espasticidade muscular
apos acidente vascular encefalico em humanos (MAIA et al., 2016; CANDIDO et al.,
2017b). De fato, um fitomedicamento indicado para a espasticidade muscular, Ziclague,
produzido a partir do OEAz, é comercializado pela industria farmacéutica.

Os compostos quimicos citados anteriormente, monoterpenos predominantes na
composigdo do OEAz (HOCH et al., 2023), também apresentam atividades biologicas
ligadas a interagdo com canais de calcio. Por exemplo, o 1,8 cineol parece exercer seu
efeito relaxante sobre o musculo liso traqueal inibindo os canais de canais de Ca?" tipo L
dependentes de voltagem (PEREIRA-GONCALVES et al.,, 2018). O terpineno-4-ol
promoveu relaxamento do musculo liso arterial por meio da inibicdo do influxo de Ca?"
através de canais dependentes de voltagem (MAIA-JOCA et al., 2014). O tratamento com
p-cimeno subcutaneo diminuiu a dor oncoldgica por meio da modulacao das correntes de
calcio. Os autores avaliaram in silico (docking molecular) as probabilidades de ligagéo do
p-cimeno com canais de calcio dependentes de voltagem com relacdo as subunidades
tipo CaV1, CaV2.1, CaV2.2 e CaV2.3 e os dados indicaram que é provavel a ocorréncia
de ligagéo entre o p-cimeno e os sitios estudados (PEREIRA-GONCALVES et al., 2018).

Dos 4 subtipos de canais de Ca?" dependentes de voltagem, aqueles formados
pelas subunidades a1 Cav1.2 e Cav1.3 sdo os mais amplamente expressos em
neurdnios, no nodo sinoatrial e em cardiomiécitos (ORTNER, STRIESSNIG, 2016;
BKAILY, JACQUES, 2023). Apesar da semelhanga estrutural da subunidade a1
formadora de poros e da sensibilidade comum aos bloqueadores de canais de Ca?*, os
subtipos apresentam caracteristicas funcionais distintas quanto ao controle de abertura e
interacoes estruturais com diferentes proteinas. Neste sentido, os pesquisadores tém
direcionado esforcos para a obtengao de inibidores seletivos de Cav1.3, que tém efeito
cardioprotetor (DELGADO-BETANCOURT et al., 2023) mas estdo menos associados a
redugcado da pressao arterial (menores efeitos colaterais adversos) e que apresentam
grande potencial terapéutico para o sistema nervoso (CAULFIELD et al., 2023).

Especificamente em relagdo a acdo o OEAz e de seus marcadores quimicos, ainda ha
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poucos estudos que possibilitem uma melhor compreensdo dos mecanismos sobre as
subunidades de canais Ca®'L.

Ao longo deste trabalho, sera mostrado que o OEAz apresenta ainda os
sesquiterpenos cariofileno e o 6xido de cariofileno. Esses compostos tém sido estudados
por sua atividade antineoplasica (FIDYT et al., 2016; XIU et al., 2022; SHABANA et al.,
2023) e também foi observado que 6xido de cariofileno inibe a passagem de correntes de
Ca? com consequente diminuicdo da contratilidade cardiaca em cardiomiécitos
(SENSCH et al., 2000).

Dada a relagdo entre composig¢ao quimica dos produtos naturais e suas atividades
bioldgicas, como apresentado acima, torna-se relevante a escolha do método de
extracdo. Além da qualidade, os métodos de extragédo influenciam a quantidade de
produtos obtidos e, no caso do OEAz, apenas uma pequena quantidade de 6leo (0,04—
0,07%) pode ser extraida de uma grande quantidade de folhas (KAWAI et al., 2020), o
que eleva seu custo. Neste sentido, variagdes das condigdes do processamento da
amostra, tal como a secagem e padronizagdo do tamanho de particulas do material
utilizado, podem favorecer a extragdo do OEAz (GE et al., 2022; SAIKIA et al., 2023)
obtido convencionalmente por hidrodestilagao.

Verifica-se, portanto, que o OEAz e seus principais marcadores quimicos
(monoterpenos e sesquiterpenos) apresentam importantes agdes bioldgicas que podem
estar relacionadas ao bloqueio de canais Ca®’L. No entanto, as interacdes e a
especificidade de ligagdo desses compostos ainda néo séo claramente elucidadas. Este
estudo obteve e caracterizou um OEAz rico em monoterpenos e sesquiterpenos de
importancia bioldgica e verificar possiveis interagdes entre as substancias identificadas e

os e canais Ca?*L do subtipo Cav1.3.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar a extracdo do 6leo essencial presente nas folhas de Alpinia Zerumbet por
meio do método de hidrodestilagédo, visando identificar os terpenos que demonstrem

potencial de interagdo com os canais de calcio do tipo L (Ca?'L).

2.2 Objetivos especificos
° Verificar a influéncia das condigbes de secagem e granulometria sobre o
rendimento da extragao;
° Caracterizar o OEAz obtido por hidrodestilacdo quanto ao Perfil quimico e
teor de terpenos;
° Realizar a analise in silico quanto as possiveis interacdes entre os

terpenos encontrados no OEAZ e os canais Ca?'L.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Mundialmente, o uso de plantas medicinais com propriedades terapéuticas € uma
pratica que remonta a ancestralidade. Por um longo periodo, as plantas medicinais foram
o principal recurso utilizado na medicina para o tratamento e prevencédo de doencas
(SILANO, 2004; FOGLIO, 2006; AHMAD, 2010; MORAES, 2011; CONTER, 2015;
MARMITT, 2016). Muitas culturas tradicionais utilizam essas plantas como base da
medicina popular, e até hoje, a medicina moderna incorporou diversas plantas medicinais
em tratamentos terapéuticos (BRASIL, 2012). Essas plantas contém compostos
bioativos, como polifendis, terpenos e alcaloides, que tém efeitos farmacoldgicos e podem
ajudar a melhorar a saude e o bem-estar humano e s&o aplicadas para a sintese de
produtos quimicos e farmacéuticos, tendo como responsaveis pela acao terapéutica os
constituintes quimicos denominados "principios ativos" (FREITAS; SILVA, 2023).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as plantas
medicinais possuem a capacidade de diminuir sintomas ou tratar doencas tendo como
foco seu uso como remédio na populagédo por vias diretas, ou seja, chas e infusées
(BRASIL, 2014). Um dos fatores que auxiliou esse cenario no pais, foi a variedade de
plantas com amplas propriedades medicinais. O Brasil contém a maior diversidade
genética do mundo. Segundo dados do proprio Ministério do Meio Ambiente, o Brasil
possui mais de 43 mil espécies vegetais, se tornando assim um local com alto potencial

econdmico para o uso de tais espécies como produtos (BRASIL, 2008). Dessa forma, a
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diversidade da flora brasileira proporciona uma grande variedade de plantas com
propriedades terapéuticas, muitas das quais sao utilizadas pela populagao para tratar
diversos problemas de saude, desde dores de cabeca até doengas mais graves
(PROENGCA DA CUNHA, 2010).

Por conta do potencial que essas plantas apresentam e a popularidade do seu
uso, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) vem buscando elaborar medidas que
valorizem sua aplicagao ligada a medicina tradicional, assim como o Ministério da Saude
(MS) juntamente com outras organizac¢des. A exemplo disso, tem-se a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS)
(2003/05) que em 2005 determinou a criagéo da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF), com intuito de fornecer maior acesso e uso de plantas
medicinais e dos fitoterapicos, garantindo sua seguranga e eficacia (BRASIL, 2008;
MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015).

A Organizagado Mundial da Saude (OMS) afirma que 80% da populagao de paises
em desenvolvimento faz uso de praticas medicinais na atencio primaria a saude. No
Brasil, cerca de 20% da populagcdo consome 63% dos medicamentos alopaticos,
enquanto a outra parte busca solugdes nos produtos de origem natural, especialmente
em plantas com carater medicinal (SILVA; SANTOS, 2016). Essa preferéncia pela
medicina natural reflete a confianga em abordagens tradicionais que muitas vezes
envolvem o uso de extratos de plantas.

E importante notar que os extratos de plantas tém sido historicamente utilizados
para tratar uma variedade de doengas comuns, como gripes, resfriados e disturbios
digestivos. No entanto, a medida que a pesquisa avanga, novas perspectivas se abrem
sobre o potencial terapéutico das plantas, especialmente em relacido a doengas mais
complexas, incluindo aquelas relacionadas aos canais de calcio tipo L. Esses canais
desempenham um papel critico na regulagédo de varias fungdes celulares, e pesquisas
recentes sugerem que algumas plantas medicinais podem ter a capacidade de modular
esses canais, oferecendo possiveis beneficios no tratamento de condigdes como
hipertenséo arterial, arritmias cardiacas e disturbios neuroldgicos (SILVA; SANTOS,
2016).

Além disso, estudos cientificos também apontam que muitas ervas e extratos de
plantas podem ter efeitos positivos na saude do cérebro, potencialmente reduzindo o risco
de doencas neurodegenerativas. Essas descobertas destacam o valor das terapias
baseadas em plantas como uma abordagem complementar importante para a saude,
capaz de abranger tanto doengas comuns quanto condi¢gdes mais complexas, incluindo

aquelas relacionadas aos canais de calcio tipo L. Portanto, a pesquisa continua nesse
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campo € essencial para explorar o potencial terapéutico das plantas de forma abrangente
(NY et al., 2021).

Apesar da popularidade das plantas medicinais no Brasil, e consequentemente
dos niveis altos de uso de produtos associados a essas plantas, (90% da populagao
brasileira), € importante ressaltar que o uso dessas plantas deve ser feito com cautela e
orientacdo adequada, uma vez que elas podem ser toxicas em excesso ou interagir com
medicamentos alopaticos, e podem causar efeitos adversos devido a seus constituintes
quimicos, razédo pela qual se faz importante o uso desses medicamentos de maneira
racional, ja que sua origem natural ndo impede que tais plantas possam trazer maleficios
a saude do usuario (QUEIROZ, 2017; SANTOS, 2018; SOUZA, 2019).

Em resumo, as plantas medicinais sdo uma alternativa natural e promissora para
a prevencgao e tratamento de diversas doencas. No entanto, € importante utilizar essas
plantas com cautela e orientagdo adequada, para garantir a seguranga e eficacia do
tratamento (SOUZA, 2019).

Por conta disso, é de suma importancia o conhecimento sobre os efeitos
farmacologicos e toxicoldgicos das plantas, ja que estas podem apresentar riscos e
contraindicagbes para a saude humana. Os estudos associados a toxicidade das plantas
vém ganhando espago pois averiguam o quao seguro é o seu uso e verificam diferentes
aspectos a seu respeito, observando também a sua composicéo, que podem servir para
o desenvolvimento de outros farmacos (HARVEY et al., 1998; MERINO et al., 2015).

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

A primeira descrigdo dos 6leos essenciais foi realizada pelo fisico catalao Arnald
de Villanova, que registrou o processo de destilagao na Europa, fazendo assim com que
0 uso dessa técnica e de seus produtos ficassem reconhecidos pela industria
farmacéutica da época pos-medieval (RAMME et al., 2020). Ja na segunda metade do
século XVI, o fisico Estrasburgo Hieronymus Brunschwig escreveu e langou dois volumes
do livro “Liber De Arte Distillandi”, onde explicava técnicas de destilacdo e detalhava
alguns produtos, dentre esses, quatro oleos essenciais: terebintina, alecrim, madeira de
zimbro e de lavanda. Logo ap6s, Adam Lonicer, evidencia os usos medicinais dos 6leos
essenciais, em seu livro intitulado Krauterbuch, e posteriormente o napolitano Giovanni
Battista Della Porta, langca o "De Destillatione libri IX", que descreve a preparacédo dos
Oleos essenciais, a separacao correta dos Oleos volateis e da agua, além dos
equipamentos empregados para a obtengdo dos mesmos (GUENTHER et al., 1948).

Atualmente, sabe-se que os 6leos essenciais (OEs) tém em torno de 20 a 60

componentes, presentes em concentragdes diferentes, sendo assim, se caracterizam
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como compostos complexos (CONCEICAO, 2019). E comum que entre dois e trés
compostos em concentragdes majoritarias determinem a diferenca de agao terapéutica
entre esses o6leos (BAKKALI et al., 2008 apud GOMES, 2011). Levando em consideragao
a estrutura desses dleos, eles contém hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas e cumarinas (FURTADO; VENEZIANI; AMBROSIO, 2017;
NASCIMENTO, PRADE, 2020).

Os oleos essenciais possuem algumas atividades farmacologicas, dentre as quais
incluem-se as agbes gastrointestinais, como acgédo antiespasmédica, carminativa e
digestiva (RIAZ; KHAN; QAZI, 2020), antiparasitaria (AZADBAKHT et al., 2020),
antinociceptiva (HERNANDEZ-LEON et al., 2020), acao anti-inflamatéria (MATULYTE et
al., 2020), estimulante do sistema respiratorio (LIU et al., 2020), ajudam a melhorar
quadros de ansiedade e depressédo (SOHRABI et al. 2017), possuem atividade
antioxidante (GHANIMA et al., 2020) e atividade citotéxica antitumoral (TIAN et al., 2020).
Além disso, eles possuem baixo peso molecular, volatilidade e lipossolubilidade, que
fazem com que os 6leos essenciais sejam ideais para maior absorgéo na pele, sistema
nervoso central (SNC), sistema respiratério e trato gastrointestinal (TGI) (CONCEICAO,
2019; GNATTA et al., 2016; NASCIMENTO, PRADE, 2020).

Ainda levando em consideracdo os efeitos dos oleos essenciais sobre o
organismo, um fator importante a se considerar € que estes podem decorrer da agao
combinada dos diferentes componentes (SIMOES et al., 2017) que atuam em diferentes
vias ou receptores nas células (FURTADO; VENEZIANI; AMBROSIO, 2017;
NASCIMENTO, PRADE, 2020; POSSEL, 2019).

3.2.1 Oleos essenciais no Brasil

As pesquisas com 0Oleos essenciais no Brasil remontam ao século XIX, quando as
primeiras plantas medicinais comegaram a ser estudadas no pais. As primeiras pesquisas
com Oleos essenciais foram feitas por Theodor Peckolt, um farmacéutico natural da
Silésia Alema (atual Polénia), que chegou ao Brasil em 1847. Suas pesquisas incluiam
dados sobre rendimento e composigao desses 6leos (PINTO et al., 2002).

Embora j& houvesse estudos isolados sobre o assunto, o estudo sistematico de
6leos essenciais no Brasil teve inicio na década de 40 se diversificando e expandindo na
década de 50, no Instituto de Oleos (l0), sendo estudado o sassafras (BIZZO; HOVEL;
REZENDE, 2009), e no Instituto de Quimica Agricola (IQA), avaliando o 6leo de pau-rosa
(GOTTLIEB; MAGALHAES, 1958). Ambos os institutos faziam parte do Servigo Nacional

de Pesquisas Agrondmicas (SNPA) e atualmente estdo extintos, porém as pesquisas
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destas areas foram incorporadas a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) (BI1ZZO; HOVEL; REZENDE, 2009).

Nos anos 50 foram conduzidos trabalhos de pesquisa com plantas aromaticas
pelo Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), resultando no surgimento da cultivar de
menta IAC- 701, levando o Brasil a lideranga no fornecimento mundial de mentol no final
da década de 1960 (HOPP; LAWRENCE, 2007).

Em 2009 foi fundada a Associacéo Brasileira de Produtores de Oleos Essenciais
(ABRAPOE) objetivando aproximar os produtores e os centros de pesquisa nacionais
para agregar qualidade aos Oleos essenciais e, através de estudos padronizados,
atualizar dados de mercado e representar a area junto aos 6rgdos e programas
governamentais (BUENO et al., 2021).

O Brasil possui as duas maiores diversidades vegetais do planeta, a floresta
amazobnica e a mata atlantica. O cultivo de plantas medicinais e a obtencido dos 6leos
volateis tém importante atividade econdmica pela crescente utilizagdo industrial. Além
disso, o pais € um grande produtor de éleos essenciais, porém, enfrenta desafios como
a falta de manutengéo da qualidade dos dleos, a representatividade nacional limitada e
baixos investimentos governamentais, que dificultam o desenvolvimento do setor. O
Parana, por exemplo, € o estado brasileiro com maior tradicdo na producdo de
fitoterapicos, com uma area de 6 mil hectares ocupados por espécies potenciais,
medicinais, condimentares e aromaticas. A producdo anual média é de 18,6 mil
toneladas, gerando uma receita de R$88,5 milhdes (BUENO et al., 2021).

Os produtos derivados de Oleos essenciais desempenham um papel importante
no comércio € na economia do Brasil. A Dierberger, uma empresa brasileira, € um
exemplo de industria que produz 6leos essenciais, com uma produgao anual de 10 a 12
toneladas de Oleo essencial de casca de laranja e 5 a 10 toneladas de éleo essencial de
limao siciliano. Apesar da posicdo de destaque que o Brasil ocupa na produ¢do mundial
de Oleos essenciais, a falta de manutencdo da qualidade dos 6leos, a baixa
representatividade do setor no mercado e o insuficiente investimento governamental no
setor tém sido visiveis. Esses problemas afetam as producgbes e vendas, estabilizando o
setor (BIZZO 2009).

No entanto, a criagdo da ABRAPOE (Associagao Brasileira de Produtores de
Oleos Essenciais) tem ajudado a aproximar os produtores dos centros de pesquisa e
estudo nacionais. A associacido auxilia na melhoria da qualidade dos 6leos essenciais,
no fornecimento de dados e outras ferramentas para o desenvolvimento da atividade
(BIZZO 2009).

Durante as décadas de 1950 e inicio dos anos 60, quando o Brasil estava imerso

no processo de industrializac&o, varias empresas do setor de alimentos e especializadas
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em produtos quimicos estabeleceram suas operacdes no pais, em resposta a crescente
demanda interna por esses produtos. E interessante notar que durante esse periodo,
muitas dessas empresas também desempenharam um papel crucial na introducao de
espécies de plantas aromaticas em territorio brasileiro (BIZZO; HOVEL; REZENDE,
2009).

A partir dos anos 70, com o crescente interesse por produtos naturais e terapias
alternativas, o mercado de 6leos essenciais no Brasil passou por uma expansao
significativa. Empresas especializadas surgiram no pais e a produgéo de 6leos essenciais
tornou-se uma atividade importante em diversas regides. A principal area de producéao de
Oleos essenciais no Brasil € a Regido Sudeste, com destaque para o Estado de Séao
Paulo, sendo que a producao de 6leos de citronela, eucalipto, laranja e lavanda séo as
mais expressivas (CONAB, 2018).

A normalizacdo da producdo chinesa e a consequente competigdo no mercado
internacional, onde os precos chineses se tornaram mais acessiveis, tiveram um impacto
significativo na exportagdo de oleos essenciais. Esta situagdo, combinada com a
auséncia de politicas nacionais voltadas para o estimulo da produgao desses 6leos no
Brasil, resultou em uma queda substancial no mercado nacional deste produto. E
importante notar que os 6leos essenciais citricos ndo foram tdo afetados por essa
din@mica, devido a sua utilizagdo como subprodutos da industria de sucos, uma industria
bem estabelecida no Brasil e focada principalmente na exportagdo (COPPEN, 1995).

No cenario atual, o Brasil se destaca como um dos maiores produtores mundiais
de dleos essenciais, figurando entre os quatro principais produtores, ao lado da india,
China e Indonésia. Esse reconhecimento internacional deve-se, em grande parte, a
producdo de 6leos essenciais provenientes de varias espécies de plantas aromaticas. E
relevante mencionar que a posicdo de destaque do Brasil nesse mercado é
particularmente impulsionada pelos éleos essenciais derivados de plantas citricas, os
quais, como ja foi destacado, sdo amplamente utilizados como subprodutos da industria
de sucos (SNA, 2017).

3.2.2 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Para entender melhor a composicdo de um d6leo essencial, pode ser realizada a
caracterizagao quimica dos seus componentes via cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) (PIMENTEL, 2014).

A CG-EM é uma técnica analitica utilizada para a identificagcao e quantificacdo de
compostos quimicos em uma amostra. Essa técnica é amplamente utilizada na

caracterizagao quimica dos componentes de o6leos essenciais (ALVES, 2019). O

20



processo de CG-EM envolve a separagdo dos componentes quimicos de uma amostra
por cromatografia em fase gasosa, onde a amostra é vaporizada e passa através de uma
coluna cromatografica (PIMENTEL, 2014). A coluna contém uma fase estacionaria que
retém os componentes da amostra de acordo com suas propriedades fisico-quimicas,
como polaridade e massa molecular. Os componentes separados sdo entdo detectados
e identificados pela espectrometria de massa, que fornece informagdes sobre a estrutura
molecular dos compostos (ALVES, 2019).

A CG-EM permite a identificacdo precisa de compostos quimicos em 6leos
essenciais, ajudando a determinar a composi¢cao quimica desses 6leos e a entender suas
propriedades terapéuticas. Por exemplo, a analise por CG-EM pode ajudar a identificar
compostos especificos em um 6leo essencial que tém propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatdrias ou analgésicas, permitindo que o 6leo seja utilizado de forma mais eficaz
para o tratamento de condigdes especificas. Os resultados das regides de pico analisadas
sao confrontados com padrdes de referéncia da espécie da planta (SARKIC; STAPPEN,
2018).

Nesse sentido, a cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa € uma técnica importante para a caracterizacdo quimica de 6leos essenciais € a
identificacdo de seus componentes terapéuticos, auxiliando na compreensido da sua
composigao e propriedades (PIMENTEL, 2014).

Se faz importante entender a sua composi¢ao especialmente para a producao de
Oleos volateis terapéuticos, isso por que esses nao sao estaveis em certas circunstancias,
como na presenga de metais, umidade, calor, luz e ar (FURTADO; VENEZIANI;
AMBROSIO, 2017). Além disso, é relevante conhecer certas caracteristicas como: seu
ponto de ebulicdo que varia de 150 até acima de 300°C; sua solubilidade em solventes
lipofilicos e baixa solubilidade em agua, enquanto na presenga de moléculas oxigenadas
contendo grupamentos alcoodlicos e acidos, sdo parcialmente soluveis (OLIVEIRA;
SARMENTO, 2019; SARKIC; STAPPEN, 2018).

Além desses fatores citados, a genética e fisiologia da planta (fatores internos), e
o ambiente e a colheita (fatores externos), causam influéncia em diversos ambitos e
devem ser levados em consideragdo para a produgdo desses Oleos (OLIVEIRA;
SARMENTO, 2019; SIMOES et al., 2017).

Quimicamente, os Oleos essenciais s&o Oleos naturais, de cheiros distintos,
provenientes pelas glandulas das plantas aromaticas, com estruturas quimicas
compostas por carbono, hidrogénio e oxigénio, formando misturas complexas de
componentes (OLIVEIRA; SARMENTO, 2019). As substancias podem apresentar

estruturas diferentes entre si, podendo ser classificadas segundo o quadro 1.
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Quadro 1: Compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais

Compostos Classe Referéncia
Linalol, geraniol, citronelol, .
. Alcoois QUARESMA-SANTOS (2017).
terpinol, mentol, borneol.
Citral, citronelal, benzaldeido,
Aldeidos FERREIRA (2014)

aldeido cuminico, vanilina.

SOUZA et al. (2016); DAL

Eugenol, timol, carvanol. Fenois
POZZO (2011).
Canfeno, pinneno, limoneno, FELIPE et al. (2017); PIRES et
Terpenos
felandreno, cedreno. al. (2018).
. . . . ALCANTARA et al. (2010);
Cimeno, estireno (fenileteno). Hidrocarbonetos

VELOSO et al. (2014).

Fonte: Adaptacdo de Shreve (2008).

Os oleos essenciais possuem composicdo quimica bastante complexa. Sua
producao esta associada a fisiologia dos vegetais, logo os constituintes fitoquimicos e
quantitativos dependem das enzimas especificas que catalisam os compostos volateis.
Geralmente, os 6leos essenciais sdo formados por estruturas de terpenos (LUPE, 2007).

Os terpenos sao formados pela associagdo dos isoprenos, com cadeias de cinco
carbonos interligados uns aos outros, e esses se diferenciam pelo numero de unidades
que se repetem. Os monoterpenos e sesquiterpenos possuem uma pequena massa
molecular e por isso sdo extremamente volateis explicando assim o aroma acentuado e
caracteristico dos 6leos essenciais (ALVES et al., 2017).

Além dos terpenos, também pode ser encontrado na composicdo dos oleos
essenciais os sesquiterpenos, fendlicos, fenilpropandides, alifaticos ndo terpénicos,
heterociclicos, entre outros. Esses compostos apresentam fungdes similares a alcoois,
aldeidos, acidos carboxilicos, acetatos, cetonas, ésteres, dentre outros. Como exemplo,
o Oleo essencial de rosas apresenta cerca de 300 constituintes, com acobes
biotecnoldgicas e bioquimicas especificas (SARKIC; STAPPEN, 2018).
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3.3 PROCESSOS DE EXTRAGCAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Dentre os métodos de extragcado mais utilizados atualmente estao a extragao por
solvente, a extracao por fluido supercritico e a extragdo por micro-ondas. Cada método
tem suas vantagens e desvantagens, e a escolha do método mais adequado depende do
tipo de amostra, da molécula alvo e da finalidade da extragao. Além disso, a selecéo dos
solventes e as condi¢cbes de extracdo sdo importantes para garantir a seletividade e a
eficiéncia da extragdo. A otimizacdo desses parametros pode aumentar
significativamente a recuperagao da molécula alvo e reduzir a presenga de impurezas
indesejaveis no produto (NOUR; OLUWASEUN; NOUR; OMER; AHMED, 2021).

Dado as propriedades da Alpinia zerumbet, convém salientar que existem varias
formas de producao do seu 6leo essencial, que é obtido a partir das folhas ou rizomas da
planta. Algumas das técnicas utilizadas incluem a destilagdo por arraste de vapor, sendo
a técnica mais comum para obtencéo do 6leo essencial da Alpinia zerumbet. Neste caso,
a Alpinia zerumbet é imersa em um solvente (agua), que dissolve os componentes
essenciais da planta, formando um extrato. O solvente é separado por decantagio por
diferenca de peso molecular, separando o 6leo essencial. E ainda a pressdo a frio,
utilizada principalmente para a producdo de o6leo de Alpinia zerumbet para fins
cosméticos. Consiste em prensar as folhas ou rizomas da planta a frio, para obter o dleo
essencial sem aquecimento. O rendimento do 6leo essencial da Alpinia zerumbet pode
variar dependendo da técnica utilizada, da parte da planta utilizada e das condi¢des de
cultivo da planta (OKOH et al., 2010).

3.3.1 Secagem de plantas medicinais pré extragao

A secagem é uma operag¢ao unitaria que objetiva a eliminacdo da agua pelo
processo de evaporagao, com o intuito de melhorar as condi¢gdes de conservagao de um
produto. Neste processo ¢ feita a retirada da agua livre contida nos tecidos vegetais, isso
€ realizado por meio do aumento da temperatura que causa a elevagao da pressao parcial
de vapor do produto, ocasionando assim a redugao no teor de agua do material (HIl et
al., 2012; ALMEIDA et al., 2016).

Este processo em plantas medicinais € uma acdo de suma importancia para o
armazenamento, uma vez que a industria farmacéutica de fitoterapicos ndo possui
estrutura para o uso de plantas frescas em quantidades regulamentadas para a produgao
industrial (LORENZI; MATOS, 2002).

O processo de secagem de plantas medicinais tem como finalidade preparar as

plantas para um armazenamento correto e seguro, possibilitando-lhe a permanéncia das
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propriedades biolégicas e medicinais, visando atender as exigéncias das industrias
farmacéuticas de fitoterapicos (LORENZI; MATQOS, 2008).

Podem ser destacados dois tipos de secagem, a natural e a artificial. A secagem
natural, pode ser feita a sombra ou sob o sol, mas para muitas plantas medicinais e
aromaticas, é totalmente desaconselhada, visto que o processo de foto decomposigao
degrada os componentes quimicos e altera o odor, cor e sabor (LORENZI; MATOS,
2008).

Ja a artificial, pode ser realizada em estufa de circulagéo de ar (figura 1) com
temperatura controlada. De acordo com CORREA et al. (2004), a secagem de plantas
produtoras de Oleos essenciais deve ser criteriosa e deve ser definida a metodologias
mais apropriadas para cada espécie, visando assegurar os teores de substancias ativas
dos diversos métodos de extragdo (MAIA et al., 1987).

Figura 1: Estufa de secagem com circulacado de ar.

Fonte: proprio autor.

Nos ultimos anos, os pesquisadores realizaram estudos aprofundados sobre a
influéncia de diferentes métodos de secagem no teor e composigao de 6leos essenciais
de plantas aromaticas, incluindo o oleo essencial de borneol (MOR-SHEDLOO;
MACHIANI; MOHAMMADI; MAGGI e JAVANMARD, 2020), 6leo essencial de lavanda
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(MIRJALILI; SALEHI; VALA e GHORBANPOUR, 2019), casca de limao (ZHANG; LV; XU
e ZHANG, 2018), de hortela-pimenta (MOKHTARIKHAH; EBADI e AYYARI, 2020) e 6leo
essencial de anis estrelado (SHI et al., 2021), etc.

Os efeitos da secagem sobre a composi¢gao de plantas medicinais tém sido
pesquisados, com o objetivo de demonstrar que as variagdes nas concentragdes de seus
constituintes, durante a secagem dependem de diversos fatores como o método e tempo
de secagem, temperatura do ar empregada, caracteristicas fisioldgicas, além do tipo de
componente quimico presente nas plantas submetidas a secagem (VENSKUTONIS,
1997; MELO, 2004).

E fundamental entender a importancia da influéncia da variacdo da temperatura
nos 6leos essenciais, tendo em vista que a temperatura de secagem prévia do material
vegetal apresenta uma relagdo no teor e na composigéo dos principios ativos de espécies
medicinais afetando assim a composicido dos 6leos essenciais. Como consequéncia de
processos de secagem mal-conduzidos, podem ocorrer alteragées fisico-quimicas nos
Oleos essenciais tais como: perda de substancias volateis, capacidade de reidratagao,
alteracdo de coloragao e perda de aromas (SOUZA et al., 2008; BORSATO, 2005;
RADUNZ, 2004).

A influéncia da granulometria do material vegetal também deve ser considerada
no processamento de o6leos essenciais. A granulometria se refere ao tamanho das
particulas do material vegetal apdés a secagem e trituragdo, e isso pode afetar

significativamente a extracédo dos 6leos essenciais.

3.3.2 Granulometria do Material Vegetal

Granulometria € a medida da distribuicdo do tamanho das particulas em um
material, geralmente expressa em mm ou Mesh considerando o peso ou volume das
particulas em cada tamanho de intervalo. O aumento da area superficial, através da
reducdo da particula da amostra, € um paradmetro crucial na extracdo de moléculas
(Oliveira, et al., 2011). Na area da extragao de moléculas, o0 aumento da area superficial
da amostra é importante para aumentar a transferéncia de massa da fase sélida para a
fase liquida, o que é fundamental para a obtencdo de compostos alvos. Os métodos de
extracdo e processamento tém um papel fundamental na obtencdo de compostos alvos,
e a escolha do método adequado pode afetar significativamente a qualidade e a
quantidade do produto final (CARVALHO, 2018).

A analise de granulometria (figura 2) € importante para garantir a repetibilidade e

reprodutibilidade do processo de extragcdo, como em produtos farmacéuticos, onde
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particulas muito grandes ou muito pequenas podem afetar a eficacia do produto (YOO;
CHOI; KIM, 2016).

Figura 2: peneira de granulometria.

Fonte: elaboragao propria.

3.3.2 Extracao por Hidrodestilagao

A hidrodestilagdo € um método bastante versatil e eficiente, sendo a técnica mais
utilizada em laboratério. Neste processo se evita a perda de compostos pela alta
temperatura e ha maior qualidade do 6leo obtido, porém tem a desvantagem de ser mais
lenta e com menor rendimento (SILVEIRA et al., 2012).

A hidrodestilagao em aparelho de Clevenger, conforme destacado na Figura 3, é
um meétodo que aquece a amostra embebida em agua a temperaturas brandas (abaixo
de 100°C), temperatura superior ao ponto de ebulicdo dos componentes do 6leo
essencial, até que seja volatilizado. Posterior a volatilizagdo, o vapor d'agua e os
constituintes do 6leo essencial passam por um condensador. No entanto, a agua é
imiscivel com o 6leo essencial, formando duas fases (6leo e agua), cuja mistura é
recebida no frasco e separada com auxilio de constituintes quimicos (AZAMBUJA, 2017).

A hidrodestilacdo é o método mais utilizado em escala laboratorial, sendo
considerada uma forma de extracdo artesanal pois ainda carece de aperfeicoamento e
estudos para maior aplicagao em escala industrial (AZAMBUJA, 2017). Todavia, segundo
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o0 Azambuja (2017), € um método mais “refinado e completo”, porque através de menores
temperaturas, ha menos perda de compostos delicados.

O principio de extragao neste método é o mesmo que na destilagido por arraste a
vapor, a diferenga € que na hidrodestilagdo o material vegetal esta imerso em agua. No
extrator a mistura é aquecida até a ebulicdo. O vapor forca a abertura das paredes
celulares e consequentemente ocorre a evaporagao do 6leo que esta entre as células da
planta (SILVA, 2011). A agua e o 6leo essencial se vaporizam, formando uma mistura
homogénea. Em seguida os vapores de agua e 6leo sao resfriados em um condensador,
sendo liquefeitos, e apds decantagdo da mistura, os 6leos sdo separados em razao da
diferenga de densidade (WOLFFENBUTTEL, 2010). O processo esta representado na

Figura 1, no qual esta sendo utilizado o aparato Clevenger.

—10
1

E.

Figura 3: esquema de extracdo de 6leo essencial por hidrodestilagdo com aparelho tipo
Clevenger.

Fonte: proprio autor.

3.4 Alpinia zerumbet (PERSOON) B. L. BURTT & R. M. SMITH VAR. EXCELSA
FUNAKOSHI & ITO

A familia das Zingiberaceae possui uma classificagdo que inclui outras quatro

espécies que sdo: Hedychieae que tem 22 géneros, Alpinieae com 25 géneros,

27



Zingibereae com 1 género e Globbeae com 4 géneros, com caracteristicas florias e
vegetativas (BURTT; SMITH, 1972, LARSEN et al., 1998).

Muitas espécies desta familia tém se destacado por sua importancia econémica,
pois fornecem alimentos (féculas de rizomas), perfumes, condimentos de propriedades
aromaticas, corantes, fibras e papel. Um exemplo disso € a Zingiber Officinale Rosc.,
conhecido popularmente como gengibre, sendo utilizado para fins medicinais € como
condimento (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). No aspecto ornamental mencionam-se os
géneros Zingiber, Alpinia, Nicolaia, Hedychium e Kaempferia pela beleza da folhagem e
a da inflorescéncia (WINTERS, 1995).

O género Alpinia € o maior da familia, destacando-se a Alpinia zerumbet (Figura
4), que é pertencente a familia Zingiberaceae e originaria da Asia. Ela possui varias
sinonimias na literatura cientifica, incluindo Alpinia speciosa K. Shum, Costus zerumbet
Pers., Languas speciosa Small e Zerumbet speciosum J. C. Wendel (LORENZI; SOUZA,
2001).

A Alpinia zerumbet é amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais
ao redor do mundo, incluindo india, Malasia, Taiwan, Brasil e Jap&o, sendo que os
vegetais desta espécie apresentam melhor crescimento em habitats sombreados ou
semi-sombreados, ricos em humus (DAHLGREN et al., 1985). Além desses termos,
também recebeu vulgarmente os nomes Colbénia, Pacova, Paco-Seroca (ALMEIDA,
1993), Gengibre-Concha (Lorenzi; Souza, 1995), jardineira, cuité-agu, agua da lavante,

dentre outros, sendo bastante encontrada no Nordeste do Brasil (CORREA et al., 2010).

Figura 4: Foto ilustrativa de uma Alpinia zerumbet.

Fonte: Proprio autor.

Outrossim, a Alpinia zerumbet é uma espécie bastante cultivada como

ornamental, muito utilizada em jardins e paisagismo devido as suas belas flores e
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folhnagem exuberante (JOLY, 1993). E uma planta robusta que apresenta caracteristicas
como um caule suculento e mais fragil do que os caules lenhosos, além de n&do formar
um tronco duro. Essa planta pode atingir de 2 a 3 metros de altura, é rizomatosa, com
pseudocaule aéreo curto e folhas coriaceas, oblongas, pontuadas, invaginantes espessas
e lanceoladas, com bainha aberta e lingula desenvolvida. Suas folhas sdo verdes-
lusiadas, curto-pecioladas e em disposigao distica, de margens ciliadas de 50 a 70 cm de
comprimento e de 10 a 12 cm de largura. Suas inflorescéncias (Figura 5) sdo em espigas,
com bracteas brancas ou rosadas, que envolvem as flores tubulares, perfumadas e de
cor amarelo-palido (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004; ARAUJO, 2011).

Esta planta é usada em todo o mundo para tratar reumatismo e disturbios
gastrointestinais (INDRAYAN et al., 2010). Destacando-se que cientistas e pesquisadores
vém buscando encontrar mais propriedades para esta espécie (Almeida, 1993).

Figura 5: Foto ilustrativa inflorescéncias da Alpinia zerumbet
Fonte: GARDENIA, s.d.

3.4.1 Propriedades biolégicas da Alpinia zerumbet

Por ser muito utilizada na medicina popular, especialmente pelas propriedades
medicinais atribuidas as suas folhas, flores e rizomas, os efeitos hipotensores e
levemente diuréticos obtidos através do cha das folhas sdo exemplos dessas
propriedades farmacolégicas comprovadas para a espécie (SANTOS et al., 2012; LIMA
et al., 2009; BEZERRA et al., 2000).
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Dentre as diversas propriedades da Alpinia zerumbet, os principais metabdlitos
secundarios presentes nestas espécies sao: alcaloides, flavanoides, catequina,
espicatequina, esteroides, triterpenoides, derivados hidroxiantracénicos e saponinas
(RODRIGUES, 2016). Ha estudos que ressaltam que a partir das folhas, rizoma, raizes e
as flores de Alpinia zerumbet podem ser obtidos as substancias quimicas como dihidro-
5,6-desidrokawain (DDK) e compostos fendlicos com elevada atividade antioxidante
(ELZAAWELY et al., 2007).

Muitas séo as propriedades farmacolégicas da Alpinia zerumbet, isto conforme
enfatiza os dados de Souza (2018), obtidos a partir de uma analise cientifica de diversos
pesquisadores. Sob essa O6tica, pode-se afirmar que o extrato das flores tem uma
atividade farmacoldgica comprovada para a asma, enquanto o 6leo essencial tem
atividade expectorante (MATOS, 1984).

O extrato obtido da folha apresenta acao vasodilatadora (KEEF, 1986). E folhas
e/ou do rizoma apresenta atividade antioxidante (DI STOSI, 2002), enquanto o extrato da
folha elou caule, a atividade farmacolégica passa a ser anti-inflamatoria
(SANTANA,1966).

A atividade antimicrobiana, anti-inflamatérias, bacteriostaticas e fungiostaticas,
também ja foi comprovada para os 6leos essenciais da espécie, que variam segundo sua
composigado. Outras propriedades medicinais, tais como anti-histéricas, estomaticas e
vermifugas relacionadas as folhas, flores e rizoma também foram descritas na literatura
cientifica (GHOSH et al., 2014). Por outro lado, o 6leo essencial das folhas tem atividade
farmacologica vermifuga e hipotensora (VANDERLINDE, 1986; MENDONCA et al.,
1991).

Esses estudos, assim como demais evidenciam possibilidades terapéuticas
possiveis para futuros bioprodutos. Estudos in vitro e em animais sugerem que 0s
compostos presentes na Alpinia zerumbet possuem atividade antioxidante, capaz de
proteger as células contra o estresse oxidativo e o dano celular; propriedades anti-
inflamatdrias em pesquisas com animais e em culturas de células, sugerindo que esses
compostos podem ser uteis no tratamento de doencgas inflamatérias. Assim como
propriedades antitumorais capazes de inibir o crescimento de células cancerigenas;
propriedades hipoglicemiantes em que pode ser util no controle da glicemia, com
potencial para ser utilizada no tratamento do diabetes; e propriedades antibacterianas e
antifungicas, que demonstram através dos compostos isolados da planta, atividades
contra bactérias e fungos patogénicos (GHOSH et al., 2014; VANDERLINDE, 1986;
MENDONCGCA et al., 1991; LENCINA; VILAVERDE; MEIRELES, 2020).

Observa-se que o potencial maximo dessa planta reside no aproveitamento das

propriedades de seu 6leo essencial aromatico (VICTORIO, 2011). Esse é comumente
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comercializado para uso nas industrias de alimentos e cosméticos, devido a sua
fragrancia agradavel e forte atividade antioxidante, sendo geralmente extraido das folhas
por hidrodestilagao e analisado por cromatografia gasosa e espectroscopia infravermelha
(ELZAAWELY et al., 2007; HOKAMA, 1965).

Além disso, estudos mais especificos sobre o 6leo essencial da A. zerumbet
revelaram novas fungbes, incluindo efeitos quimioprotetores contra danos de DNA
induzidos por H2O2 em leucécitos humanos cultivados, inibicdo de produtos avangados
de glicacao (CAVALCANTI et al., 2012) e espasticidade muscular pds-acidente vascular
cerebral (MAIA et al., 2016; CANDIDO et al., 2017a; CANDIDO et al., 2017b).

Outro ponto observado foi que os compostos fitoquimicos deste 6leo apresentam
efeitos antibidticos sinérgicos significativos quando combinados com aminoglicosideos
(MENDES et al., 2015; UPADHYAY et al., 2013). Estudos relatam que o 6leo exibe
propriedades farmacolégicas, como um efeito anti-melanogénico contra o melanoma
B1sF10 in vitro (TU e TAWATA, 2015) e protegéo contra leséo e inflamagao das células
endoteliais da aorta in vitro e in vivo (JI et al., 2019), principalmente os terpenos
(RODRIGUES, 2016).

3.5 TERPENOS

Os terpenos sao uma classe diversificada de compostos organicos naturais que
desempenham um papel fundamental na quimica da vida. Eles séo formados pela
combinagédo de unidades de isopreno (C5H8), que sado blocos de construgéo basicos
compostos por cinco atomos de carbono e oito atomos de hidrogénio. A variedade
estrutural dos terpenos é vasta, resultando em uma ampla gama de aromas, sabores e
propriedades biolégicas (MCMURRY, 2011). Eles sao responsaveis pelos aromas e
fragrancias de muitas plantas, flores e frutas. Por exemplo, o limoneno é um terpeno
encontrado em cascas de frutas citricas e é responsavel pelo aroma caracteristico de
lim&o e laranja. Outros terpenos, como o pineno, dédo o aroma de pinheiro, enquanto o
mentol fornece o sabor refrescante da menta (ALVARO, 2022).

Os terpenos sao quimicamente definidos como "alcenos naturais”, uma vez que
conttm uma dupla ligagdo carbono-carbono e sdo considerados hidrocarbonetos
insaturados. Por outro lado, quando um terpeno incorpora atomos de oxigénio em sua
estrutura, ele é classificado como terpenoide, podendo exibir uma variedade de grupos
funcionais, como acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epdxidos terpénicos
(MCMURRY, 2011; FELIPE; BICAS, 2017).

Embora existam diferencgas estruturais entre os terpenos e terpendides, todos eles

compartilham uma caracteristica fundamental: eles sdo compostos baseados em blocos
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de cinco atomos de carbono, conhecidos como unidades de isopreno (C5H8). Essas
unidades geralmente estdo ligadas em uma ordem "cabecga-a-cauda" (ligagédo 1-4),
seguindo o que é chamado de "regra do isopreno”" (LOMMIS; CROTEAU, 2014). Existem
também terpenos irregulares que tém ligagbes diferentes, como o [B-caroteno, que
apresenta uma ligacdo "cauda-a-cauda" (ligagdo 4-4). Além disso, terpenos ciclicos,
como o limoneno, também podem apresentar outras ligacbées em unidades de cinco
carbonos (FELIPE; BICAS, 2017).

A origem bioquimica dos terpenos € baseada na formagédo de todos os seus
atomos de carbono a partir do isopentenil pirofosfato (IPP) ou do seu isémero dimetilalil
pirofosfato (DMAPP). Essas moléculas precursoras, por meio de duas rotas metabdlicas
distintas - a via do mevalonato e a via do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) - sao
responsaveis pela produgao dos diferentes tipos de terpenos (KITAOKA et al., 2015).
Essa estrutura basica de cinco carbonos e a diversidade de grupos funcionais nos
terpenos e terpendides os tornam componentes quimicos essenciais com uma ampla
gama de aplicagdes na natureza, incluindo na sintese de compostos organicos complexos
e na produgao de aromas e fragrancias em plantas (LOMMIS; CROTEAU, 2014).

Os terpenos podem ser categorizados com base na quantidade de residuos de
isopreno presentes em sua estrutura. Além dessa classificagao, eles também podem ser
subdivididos de acordo com o grau de ciclizagao da molécula, o que significa que podem
ser classificados como aciclicos (moléculas nao ciclicas), monociclicos (moléculas com
um unico anel) ou biciclicos (moléculas com dois anéis) (DEWICK, 2002; FELIPE; BICAS,
2017).

Alguns terpenos tém efeitos sobre o canal de calcio tipo L, como por exemplo, a
acao do isopulegol (monoterpeno alcodlico que apresenta atividades antioxidante,
ansiolitica e anticonvulsivante) sobre esses canais de maneira a apresentar efeito
cardioprotetor em modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol (FILHO,
2019).

Uma pesquisa realizada por Andrade et al. (2017) buscou observar as atividades
cardiovasculares de constituintes quimicos de 6leos essenciais, a partir disso foi obtido
como resultado que diversas moléculas terpénicas, tais como timoquinona, cinamaldeido,
acido cindmico, a-bisabolol, carvacrol, borneol, carvona, citral, citronelal, linalol, mentol,
a-terpineol e 1,8-cineol, tém a capacidade de reduzir a presséo arterial por alguns
mecanismos, sendo um deles o bloqueio de canais Ca?'L. E segundo Santos et al. (2011)
0s principais compostos majoritarios, terpineno-4-ol e 1,8 cineol, provavelmente sdo os

monoterpenos responsaveis pelo bloqueio desses canais Ca?'L.
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3.5.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo comuns em muitas espécies de plantas e sio utilizados em
preparagbes cosméticas e farmacéuticas, assim como na industria alimentar, é
importante avaliar o potencial farmacolégico de monoterpenos com a atividade anti-
inflamatéria (DE CASSIA DA SILVEIRA E SA, ANDRADE, DE SOUSA, 2013).

O 1,8-cineol é apto a inibir a acdo da interleucina IL-1B3, capaz de ativar o
metabolismo do acido araquidénico que é precursor do fator de necrose tumoral TNF-q,
IL-18, tromboxano B2 e leucotrieno LTB4, importantes citocinas pro-inflamatérias. Esta
atividade inibitéria acarreta a consequente classificagdo do eucaliptol como antiasmatico,
impedindo a hipersecregao mucosa (atividade mucolitica) ocasionada pela liberagao de
citocinas e a congestao dos vasos nos alvéolos pulmonares, ocasionada pelo aumento
de leucécitos durante a inflamagéo aguda (JUERGENS et al, 2003; ANDRADE et al.,
2013).

O dleo essencial da Alpinia zerumbet apresenta como classes de compostos
quimicos, alcaloides, flavonoides e apontam como principais constituintes quimicos os
monoterpenos com elevada concentracdo de 1,8-cineol e terpeno-4-ol. Com
comprovacao na literatura das atividades biolégicas denominadas a estes componentes
(GOTTLIEB et al., 1981; DE POOTER et al., 1995; ZOGHBI et al., 1999; VICTORIO et
al., 2009).

Os principais constituintes quimicos da acao do 6leo essencial de A. zerumbet
foram: terpineno-4-ol, 6xido de cariofileno, trans-hidrato de sabineno e 1,8-cineol, sendo
atribuidas diversas atividades biologicas e farmacolégicas a estes componentes
maijoritarios (DE POOTER et al., 1995; LAHLOU et al., 2003; RODRIGUES, 2016).

O terpinen-4-ol & um isbmero de terpineol com férmula quimica C1oHisO, que
apresenta atividade hipotensora e agao redutora da inflamagéo aguda, também é eficaz
na inibi¢éo in vitro de células de melanoma humana (LAHLOU et al., 2003; CALCABRINI
et al., 2004).

O constituinte quimico 1,8-cineol ou eucaliptol, apresenta agdo interna, como agao
tratamento da asma brénquica (DEWHIRST, 1980; FERREIRA, 2014).

E importante destacar que as propriedades medicinais da A. zerumbet sio
relacionadas aos constituintes quimicos presentes na planta, no entanto, de acordo com
a regido anatébmica usada como matéria prima na extracdo do dleo essencial, esses
compostos podem ser encontrados em maior ou menor quantidade, podendo estar

associados as caracteristicas distintas (LAHLOU, 2003).
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Na Figura 6, estdo presentes alguns compostos quimicos do 6leo essencial da
Alpinia zerumbet, que sdo Gama-terpineno (C1oH1e), Terpineno-4-ol (C1oH180O), p-cymeno
(C1oH14), 1,8-cineol (C14H180) e B-cariofileno (Cy5H>.4).

cH, HsC CHs
OH
H,C CH, Gy
CHa3
O
H
HsC CHg3 H,C

Figura 6: Compostos quimicos presentes na Alpinia zerumbet.

Fonte: Google, 2023.

Ademais, o monoterpeno terpineno-4-ol € um dos principais constituintes do 6leo
essencial de A. zerumbet, independentemente da localizacido da planta e variacbes
sazonais (CAVALCANTI et al., 2012; MACEDO et al., 2013; MURAKAMI et al., 2009;
PADALIA et al., 2010; SANTOS et al., 2011). O terpineno-4-ol apresenta efeitos
hipotensivos e relaxantes musculares lisos (LAHLOU et al., 2002, LAHLOU et al., 2003),
e tem sido sugerido como sendo pelo menos parcialmente responsavel pelos efeitos do
OEAz no sistema cardiovascular.

Em suma, o monoterpeno terpineno-4-ol € um componente chave do oleo
essencial de A. zerumbet, que tem demonstrado efeitos benéficos no sistema
cardiovascular. Suas propriedades hipotensivas e relaxantes musculares lisas sugerem
que ele pode contribuir para os efeitos cardiovasculares do extrato de A. zerumbet.
Portanto, estudos adicionais podem ser necessarios para entender melhor como o
terpineno-4-ol e outros constituintes do 6leo essencial de A. zerumbet afetam o sistema
cardiovascular e podem ter aplicagbes potenciais na prevencéo e tratamento de doengas

cardiovasculares (Cavalcanti et al., 2012).

34



3.5.2 Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sdo uma classe importante de terpenos, caracterizada por
conterem trés unidades de isopreno, possuindo 15 atomos de carbono, o que se traduz
em uma formula geral de C15H24. Esses compostos sao amplamente distribuidos no
reino vegetal e desempenham papéis diversos nas plantas, incluindo fungdes de defesa
contra herbivoros, atragdo de polinizadores e regulagdo de processos fisioldgicos
(CARDOSO, 2018).

O sesquiterpeno beta-cariofileno, também conhecido como cariofileno, € um
exemplo notavel nessa categoria. E um composto encontrado em muitas plantas,
especialmente em oOleos essenciais de plantas aromaticas, como o cravo, a pimenta-
preta, a canela e o manjericdo. O cariofileno € responsavel pelo aroma caracteristico
dessas plantas e € amplamente utilizado na industria de alimentos e perfumaria devido
ao seu aroma picante e terroso (RIBEIRO, 2015).

Como caracteristicas fisico-quimicas, a baixa solubilidade em agua é a mais
citada, o que sugere sua elevada afinidade pela membrana celular e capacidade de
transposigéo da barreira hematoencefalica (FIDYT et al., 2016). A toxicidade do beta-
cariofileno vem sendo estudada in vivo e in vitro. Esta substancia, atualmente, é
considerada ndo mutagénica, ndo genotoxica e a dose letal oral aguda (DL50) em ratos
é relatada como acima 5000 mg/kg de peso corporal (SCHMITT; LEVY; CARROLL,
2016). O beta-cariofileno é uma substancia aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) e pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) (VARGA et
al., 2018; YAMAGUCHI; LEVI, 2017).

O Dbeta-cariofleno €& considerado um agonista seletivo dos receptores
canabinoides do tipo CB2 (Ki de 155 nmol/l para receptores CB2 humanos, sem afinidade
significativa para ligagao ao receptor CB1) (GERTSCH, 2008). Dentre as atividades
farmacologicas descritas na literatura, destacam-se a atividade antiproliferativa,
anestésica, antiviral, antifungica, antibacteriana, anti-inflamatéria, antioxidante e os
efeitos neuroprotetores em modelos de isquemia cerebral, convulsdo, hipdxia em células
da glia, doenga de Alzheimer e depressao (LOIZZO et al., 2008; GHELARDINI et al.,
1999; DUKINC; BENZIC; VUKO, 2011; HO et al., 2011; SHAFAGHAT, 2011;
KOBAYASHI et al., 2011; CALLEJA et al., 2013; CHOI et al., 2013; LIU et al., 2015; GUO
et al., 2014; CHENG et al.,, 2014; OLIVEIRA, 2018). Ademais, algumas evidéncias
sugerem o potencial terapéutico do beta-cariofileno no tratamento da dependéncia de
drogas (Al MANSOURI et al., 2014; HE et al., 2020, 2021; GALAJ et al., 2021).

Outro sesquiterpeno notavel é o o6xido de cariofileno, que € uma variante

oxigenada do cariofileno. Este composto € encontrado em 6leos essenciais de varias
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plantas, como o 6leo de cravo e no OEAz. O ¢éxido de cariofileno também exibe
propriedades anti-inflamatérias e analgésicas, tornando-se um componente valioso na
medicina tradicional e na pesquisa farmacéutica (BEZERRA, 2021).

Ambos os sesquiterpenos, o cariofileno e o éxido de cariofileno, destacam-se nao
apenas por suas propriedades sensoriais, como os aromas que conferem as plantas, mas
também por seus potenciais beneficios a salde humana. Suas atividades anti-
inflamatdrias e analgésicas séo areas de interesse crescente na pesquisa médica, com
possiveis aplica¢des terapéuticas em tratamentos naturais e alternativos. Além disso, a
diversidade de sesquiterpenos encontrados na natureza continua a ser explorada,
revelando novos compostos e suas fungdes bioldégicas em uma variedade de contextos e
aplicagdes (CARDOSO, 2018). E a produgdo dos sesquiterpenos, de acordo com
unidades de isopreno e fenilpropandides podem atravessar membranas celulares
influenciando uma variedade de alvos moleculares, desde canais i6nicos (agéo
inotropica) até enzimas intracelulares (SHARIFI-RAD et al., 2017). Uma das
possibilidades inotrépicas dos sesquiterpenos é a acao especifica do 6xido de cariofileno
de forma negativa por bloqueio dos canais de calcio (CCa?*) em mais de 50% associado

ao bloqueio dos canais de potassio (SENSCH et al., 2000).

3.6 CANAIS DE CALCIO TIPO L (CAVEOLINA 1.3)

Os CCa?" sdo canais que controlam o Ca®" como segundo mensageiro,
influenciando neurotransmissores envolvidos em varias fungdes fisioldgicas. No proprio
neurdnio, os CCa?" sdo responsaveis por ativar transporte na membrana celular,
sensiveis a permeacdo do Ca®", em resposta aos neurotransmissores, a exemplo do N-
metil-d-aspartato, segundo mensageiro agonista do glutamato. Outra condi¢cdo de
neurotransmissao sao resposta em células sensoriais em resposta aos estimulos de
estiramento de fuso muscular (PCHITSKAYA; POUPUGAEVA; BEZPROZVANY, 2018).
O envolvimento dos CCa?* é regulado por excitagdo do proprio Ca?* que regulariza sua
acdo, se autoexcitando, como se excita indiretamente pelos CCa?". Assim, os CCa?"
participam de agbes envolvendo informagdes sobre duracado, frequéncia, tempo e
amplitude de sinalizagéo celular dependente de Ca** (COOPER; DIMRI, 2023).

Desta forma a concentracdo de Ca?", influenciadores de fluxos de membrana
atuam diretamente com a expressdo da fungdo celular. Os fluxos por membrana
envolvem esses canais de calcio e sdo divididos em dois tipos, dependentes de ligantes
e os dependentes de voltagem (CATTERRAL, 2011; DOLPHIN, 2018).

Os canais de calcio dependentes de voltagem (VGCCs) sao ativados por

mudancas nos potenciais elétricos da membrana e induzem a entrada de calcio nas
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células. Por sua vez, o influxo de calcio, através desses canais, promove uma ampla
gama de fungdes celulares, como contragdo muscular, liberagdo de hormdnios e
neurotransmissores, como citado anteriormente (CATTERALL; FEW, 2008), além da
cascata de sinalizagéo celular que leva a expressao génica (FLAVELL; GREENBERG,
2008).

Os VGCCs sao classificados de acordo com suas propriedades fisiologicas e
farmacologicas e compreendem varias subunidades. A subunidade principal € uma
subunidade Caveolar (Cav) composta de cerca de 2.000 aminoacidos que formam o poro
do canal responsavel pelo influxo de Ca2+ (CATTERALL, 2011), com outras subunidades
acessorias (B, a, 20 e y) modulando as propriedades da Subunidade Cav, em atividade
envolvendo cinética e direcionamento subcelular (DOLPHIN, 2018).

Existem duas familias principais de VGCCs, uma familia ativada por baixa
voltagem (LVA) e uma familia ativada por alta voltagem (HVA). As LVA sdo comumente
chamadas de canais do tipo T e compreendem a subunidade Cav3. Ja as HVA, sdo em
quatro subgrupos, de acordo com sua sensibilidade farmacoldgica. A Cav1 ou canais de
célcio do tipo L (Ca?'L), dependentes de voltagem de longa duragéo, sdo encontrados em
tecidos excitaveis e ndo excitaveis, e desempenham papéis importantes em varias
fungdes fisiologicas. Esses canais sdo especialmente cruciais na contragao do musculo
liso vascular e no musculo cardiaco normal. Dessa forma, os Ca?+L sdo bloqueados pela
diidropiridina (DHPs, como a nifedipina), pelas fenilalquilaminas (Phe, como o verapamil)
e pelos benzotiazepinicos (BZT, como o diltiazem) (CATTERALL, 2011).

Os bloqueadores de Ca?'L dessas trés familias tém modos de acdo semelhantes,
ou seja, bloqueiam os canais Cav1 em estados abertos ou inativados pela ligagao dos
segmentos transmembranares [11S5-6 e IVS6 da subunidade da Cav1 (CATTERALL et
al., 2005). A familia Cav1 consiste em quatro subtipos de canais (Canais Cav1.1 a 1.4)
que sao expressos em uma ampla gama de células em mamiferos. No entanto, no SNC,
apenas as subunidades Cav1.2 e Cav1.3 estéo presentes (CATTERALL, 2011).

Suas diferengas sao devidas a cinética de gating especifica, sensibilidade a
voltagem, farmacologia e a distribuicdo espacial. O canal Cav1.3 é ativado em uma
voltagem mais baixa do que o canal Cav1.2 (KOSCHAK et al., 2001; XU; LIPSCOMBE,
2001; HELTON et al., 2005; BOCK et al., 2011) e € menos sensivel ao bloqueio pelos
DHPs (XU; LIPSCOMBE, 2001; SINNEGGER-BRAUNS et al., 2009). No SNC, os canais
Cav1.2 e Cav1.3 sdo canais predominantemente pds-sinapticos e sdo expressos no
corpo e dendritos de células neuronais (DI BIASE et al., 2008; JENKINS et al., 2010).

Na medula espinhal, os canais Cav1.2 e Cav1.3 diferem em sua distribuigcao
neuronal, com os canais Cav1.3 sendo expressos na arvore dendritica, nos neurénios do

corno ventral e em todo o compartimento somatodendritico até os dendritos distais no
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corno dorsal (DH), enquanto os canais Cav1.2 sédo principalmente restritos ao corpo
celular e dendritos proximais (SIMON et al., 2003; DOBREMEZ et al., 2005; RADWANI
et al., 2016).

A subunidade Cav1.3 é ativada por voltagem mais baixa e tem a capacidade de
transportar correntes internas em potenciais de membrana elétricos semelhantes,
contribuindo para a regulagao do disparo neuronal. Além disso, a subunidade Cav1.3 tem
sido implicada em uma variedade de processos fisiolégicos, incluindo a regulagdo do
ritmo cardiaco, neurotransmissao e secregao de insulina (STRIESSNIG et al., 2006). Por
outro lado, a despolarizagao induzida pelo Ca++ através de ambos os tipos de canais de
Ca%+L influencia a excitabilidade neuronal, ativando canais dependentes de calcio e
canais de potassio dependentes, tais como os canais KCa. Esses canais sdo importantes
na regulagédo do potencial de repouso, pois sua abertura permite a saida de potassio da
célula, hiperpolarizando a membrana celular e diminuindo a probabilidade de disparo
neuronal. Esses mecanismos sao fundamentais para a regulagao da atividade elétrica do
neurdnio e podem influenciar a transmissao sinaptica e processos cognitivos (MALJEVIC;
LERCHE, 2013).

Eles também contribuem para patologias como a doenga de Parkinson e disturbios
do desenvolvimento, como sindromes de autismo (STRIESSNIG et al., 2015). Existem
fortes evidéncias de que os Ca®'L realmente incluem o processamento da dor no corno
dorsal da medula espinhal (SCHAIBLE et al., 2000; FOSSAT et al., 2007; FOSSAT et al.,
2010; FAVEREAUX et al., 2011; RADWANI et al., 2016). Os Cav 1.3 sao expressos na
medula espinhal, tanto no corno dorsal quanto no ventral (PERRIER et al., 2002; SIMON
et al., 2003; DOBREMEZ et al., 2005; FOSSAT et al., 2010; RADWANI et al., 2016). Eles
carregam correntes de calcio de inativagao lenta, permitindo a expressao de propriedades
regenerativas da membrana em neurénios do corno dorsal (DHNs), chamados potenciais
de platd (RADWANI et al., 2016).

Os potenciais de platd podem ser considerados como a despolarizacao ativa do
potencial de membrana elétrica neuronal durante um pulso de estimulacdo constante,
que é transportado pela corrente de calcio do tipo L bloqueada pela nifedipina é
aprimorada por Bay K8644. Uma vez atingido o limiar do potencial de agdo, a
despolarizagdo ativa induz um aumento progressivo da frequéncia de descarga
(MORISSET; NAGY, 1996; RUSSO; HOUNSGAARD, 1996; MORISSET; NAGY, 1999).

Subsequentemente, o influxo de célcio através dos Ca®'L ativa uma corrente
catibnica nao especifica dependente de calcio (CAN) que mantém o neurénio em um
estado despolarizado e sustenta uma pdés-descarga apos o término da estimulagao
(MORISSET; NAGY, 1999).
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O influxo de calcio através dos Ca?‘L também ativa os canais KCa que restringem
a amplitude dos potenciais de platd e desempenham um papel no término da pds-
descarga (MORISSET; NAGY, 1999). Portanto, a expresséo de potenciais de platé
correlaciona-se com um claro aumento da resposta neuronal tanto no dominio da
amplitude quanto no dominio do tempo, e os potenciais de platd podem ser vistos como
um mecanismo intrinseco de amplificagéo de entrada/saida (MORISSET; NAGY, 1999).

A reducao da expresséao da caveolina-1 (subunidade Cav1.3) tem sido associada
a doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, além de reduzir a
progressao da aterosclerose, pois estudos tém demonstrado que o transporte de
colesterol das caveolas direcionadas aos compartimentos intracelulares é feito pela
caveolina-1, mostrando que esta proteina modula a concentracdo de colesterol nas
caveolas (BOSCH et al. 2011) incluindo regulagéo de atividades celulares, transporte de

lipidios, expressao génica e fungado mitocondrial (FRIDOLFSSON et al. 2014).

3.6.1 Oleo Essencial da Alpinia zerumbet nos Canais de Calcio Tipo L

Adiante, & importante mencionar sobre o fitomedicamento a base de 6leo de
Alpinia zerumbet (OEAz®) que desde 2017 vem sendo fabricado em forma de Spray pela
Hebron. Esse agente terapéutico, segundo a bula do fabricante, promete uma diminuigéo
temporaria da espasticidade decorrente de lesdes no sistema nervoso central, facilitando
dessa forma a atuacéo fisioterapéutica, isso posto, apés 15 minutos de sua aplicagao
(LENCINA; VILAVERDE; MEIRELES, 2020).

A espasticidade é uma condicdo neuromuscular caracterizada por um aumento
involuntario do tdnus muscular, resultando em rigidez, resisténcia e espasmos
musculares. Essa condigdo ocorre quando os musculos sdo constantemente estimulados
pelo sistema nervoso central, o que pode levar a movimentos descoordenados,
dificuldades de movimentagao e de realizagao de atividades cotidianas. O OEAz® tem
sido estudado como uma possivel opgao de tratamento para a espasticidade muscular,
principalmente em pacientes com lesbes medulares e esclerose multipla, sendo que este
medicamento, pode ajudar a reduzir a espasticidade muscular, melhorar a mobilidade e
a qualidade de vida dos pacientes. (LENCINA; VILAVERDE; MEIRELES, 2020).

Um estudo utilizando o OEAz® no tratamento da espasticidade foi realizado pelo
Laboratério de Estudos Bioldgicos e Produtos Naturais do Instituto de Pesquisa e
Tecnologia (RTI) em Aracaju/SE, no ano de 2017. Esse estudo foi realizado a partir do
tratamento com 6leo essencial de Alpinia zerumbet extraido por rede de arrasto a vapor

e diluido em dleo vegetal (33%). O tempo de tratamento, que variou de dois a sete meses,
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teve o objetivo de verificar a resposta ao tratamento subagudo e crénico da espasticidade.
Por fim, através deste estudo e dos dados resultantes dele, comprovou que o uso do
OEAz®, justificou os resultados de inibigdo da espasticidade nos casos relatados neste
estudo (CANDIDO et al., 2017b).

E importante ressaltar que o0 OEAz®, por ser um medicamento e, frise-se, ainda
em estudo, deve ser utilizado apenas sob orientacdo médica. E essencial que os
pacientes com espasticidade muscular sejam avaliados por um médico especialista e
recebam um tratamento adequado e individualizado, que pode incluir medicamentos,
fisioterapia, terapia ocupacional e outras terapias complementares (CANDIDO et al.,
2017b).

3.7 DOCAGEM MOLECULAR

A metodologia de docagem ou, do inglés, docking molecular, é aplicada com o
objetivo de se investigar e analisar a interagdo proteina-ligante, observando assim a
capacidade com que as moléculas com atividade biolégica conseguem se ligar com seus
receptores. Esse processo € realizado de maneira computacional, identificando
conformagbes e posicdes em que os ligantes da proteina alvo apresentam maior
afinidade para realizar a ligagédo (COUTINHO; MORGON 2007).

A docagem molecular é uma técnica computacional utilizada para prever a
conformagéo mais provavel de ligagdo entre moléculas. Esse processo envolve uma
busca exaustiva por diferentes conformagbes de ligagéo, seguida de uma avaliagao da
energia de interagédo entre essas conformagdes. O objetivo € encontrar a conformagao
de menor energia, indicando a configuragdo mais estavel e provavel para a ligagao
(COUTINHO; MORGON 2007; MENG et al., 2011).

Para identificar a conformagéo mais provavel de ligagao, o processo de docagem
molecular passa por um ciclo de busca e avaliagdo de conformagdes. Primeiramente,
uma ampla variedade de conformacgdes de ligagao é gerada e avaliada em termos de
energia de interagdo. Em seguida, as conformag¢des com menor energia sao selecionadas
para uma nova rodada de avaliagdo, até que uma solugdo de energia minima seja
alcancada (FERREIRA et al., 2015).

Essa metodologia se classifica como in silico, pois tem como processo presumir a
maneira como ocorrera a ligagao e afinidade entre receptores e ligantes. Esses modelos
sdo populares por apresentar como vantagens a agilidade, conveniéncia e menor custo
ja que dispensa festes in vivo, reduzindo assim o uso de insumos e evitar problemas

experimentais em analises de maior complexidade, além de permitir a triagem virtual,
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também conhecida como virtual screening, de milhbes de compostos de forma rapida e
pratica (NEIS, 2019).

A aplicagéo de abordagens bioinformaticas se tornaram cada vez mais comuns
por conta dos avangos nessa area € o aumento da capacidade computacional permitindo
diversos testes in silico comparaveis a extensas bibliotecas (ALVAREZ-MARTINEZ et al.,
2021).

Um exemplo de aplicagdo de docagem molecular associada a 6leos essenciais
esta apresentada na pesquisa de Mohapatra, Pattnaik e Panda (2021), que teve por
objetivo detectar e caracterizar genes de viruléncia no Staphylococcus aureus in vitro e
estudar a interacdo molecular com componentes de 6leo essencial de ervas in silico. A
partir da tradugao da sequéncia da proteina citolisina Hlyll (receptor) foi realizada a
docagem com os componentes do 6leo essencial estudados (citral a citronelol, eucaliptol,
eugenol, geraniol, linalol, mentol, piperina e timol) como ligantes; obtendo-se como
resultado que o geraniol foi o fitoconstituinte mais potente para interagir.

No contexto da docagem molecular aplicada aos canais de calcio tipo L e dleos
essenciais, ha estudos emergentes que também exploram essa interagdo, utilizando de
técnicas de modelagem molecular para investigar como os compostos encontrados em
Oleos essenciais podem interagir com os canais de calcio tipo L em nivel molecular. Isso
inclui a identificagéo de quais componentes dos 6leos essenciais tém maior afinidade com
esses canais e como essa interacéo pode afetar a funcédo dos Ca®'L.

Um exemplo desses estudos inclui a pesquisa de Figueiredo et al. (2020), que
utilizou a docagem molecular para investigar a interacao entre os componentes de 6leos
essenciais e os Ca®’L. Através da analise in silico, foi possivel identificar quais
fitoconstituintes dos 6leos essenciais apresentam maior afinidade com os Ca?‘L, obtendo
informacdes importantes sobre como esses compostos podem afetar a fungao desses
canais e, assim, influenciar processos fisioldgicos e patolégicos relacionados ao calcio
intracelular. Nesse contexto, foi observado que determinados componentes, como o
geraniol, demonstraram ser potentes na interacdo com esses canais, destacando seu
potencial na modulagao das atividades celulares mediadas pelo calcio (FIGUEIREDO et
al., 2020).

Um estudo realizado no Brasil por Costa et al. (2022) buscou estudar a atividade
inibitéria de trinta e um sesquiterpenos identificados em 6leos essenciais brasileiros
(Copaifera langsdorffii Desf., Croton cajucara Benth. e Siparuna guianensis Aublet.), e
esses foram analisados por docagem molecular in silico. Os compostos foram
caracterizados por cromatografia gasosa e espectrometria de massa e aplicados contra

proteinas de coronavirus-2 (SARS-CoV-2) e enzima conversora de angiotensina humana
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2 (hACE2). A partir da aplicagao da docagem e do software AutoDock Vina verificaram-
se um total de 496 interagdes individuais, observando-se potencial antiviral nesses 6leos.

Os estudos que utilizam técnicas de docagem molecular in silico séo importantes
na busca por novos compostos com atividades bioldgicas, como antivirais,
antibacterianos, antifingicos, bem como, com atuagédo nos Ca?'L. Essa abordagem
permite a avaliacdo computacional da interacdo de compostos com alvos bioldgicos,
como proteinas, e assim, permite a identificagdo de possiveis candidatos a farmacos
(SILVA, 2022).

Além disso, os estudos que utilizam compostos naturais, como os Oleos
essenciais, tém grande relevancia, pois esses compostos sdo amplamente disponiveis e
podem ter menor toxicidade do que os compostos sintéticos. Nesse sentido, a
investigacao de sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais e que utilizam técnicas de
docagem molecular para avaliar a atividade dos compostos presentes no OEAz, e sua

atuacdo nos Ca?'L, se faz necessaria.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Morfologia e Patologia Experimental
(LMPE), no Laboratério de Estudos Bioldgicos e Produtos Naturais (LBPN) e no Nucleo
de Estudos em Sistemas Coloidais (NUESC) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa. Além

disso, foi utilizada a estufa do ITP da Universidade Tiradentes (UNIT).

4.2 DESENHO DA PESQUISA

Estudo experimental com abordagem analitica.

4.3 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Alpinia zerumbet (Figura 7) foram coletadas em fevereiro de 2022
sempre as 7h da manha da estufa da Farmacia Viva do Curso de Farmacia da
Universidade Tiradentes (Lat.-10.968597736952423, Long.-37.05746040551607),
Aracaju/SE, Brasil.
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Figura 7: Folhas da Alpinia zerumbet.

Fonte: Préprio autor.

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram ajustadas as condi¢gbes de temperatura, tempo, tamanho de particulas e
secagem de folhas para a extragéo do 6leo essencial da Alpinia zerumbet, seguida de
caracterizagao quimica através da analise cromatografica (CG-MS) e identificagdo dos
terpenos com possivel agdo nos Ca*L (Cav1.3) envolvidos em doencgas do sistema
nervoso central, bem como, analise do rendimento destes compostos, apds otimizagao
da hidrodestilagdo. O estudo de possiveis agdes bioldgicas dos compostos foi realizado
por método in silico, identificando os terpenos e suas respectivas vias de administragéo

para possiveis bioprodutos.

4.5 PROCESSAMENTO

As amostras de folhas coletadas foram higienizadas com agua destilada, secas
com uso de papel toalha e distribuidas em cinco grupos de acordo com o processamento.

No grupo 1 (Folhas Frescas 2 cm), as folhas frescas foram cortadas
mecanicamente (tesoura), havendo cautela na padronizagao dos cortes, em pedagos de
aproximadamente 2 cm de largura e 2 cm de comprimento.

Nos grupos 2 (Folhas Secas 2 cm), 3 (Folhas Secas 8-16 MESH) e 4 (Folhas
Secas 16-60 MESH) as folhas foram submetidas a desidratacdo em estufa de secagem
com circulagao e renovagéao de ar (marca Tecnal, modelo TE-394/3) por 3 dias a 43°C. A

umidade das folhas apds passar por estufa de secagem, foi mensurada em uma balanga
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de umidade com aquecimento por halogénio (Shimadzu modelo MOC63), no qual a
umidade das folhas foi padronizada entre 8 e 15%.

Em seguida, foi realizado o processamento do tamanho de particula em
aproximadamente 2 cm de largura e 2cm de comprimento para o grupo 2.

Nos grupos 3 e 4 as folhas foram trituradas em moinho de facas (Skymsen, modelo
TSP-02) em seguida foram submetidas a peneira de granulometria inox da marca Bertel
de 8-16 MESH e 16-60 MESH, respectivamente (Figura 8).

Figura 8: Processamento da amostra.

Fonte: Proprio autor.

As folhas, ja processadas, foram pesadas em balanga digital (Star House Glass)
em quantidade de 100 g de Alpinia zerumbet adicionada em 1 L de agua destilada em
baldo de vidro transparente com capacidade para 2 L. Durante o processo de extragao
(Figura 9), o sistema foi aquecido por uma manta térmica (Fisatom, modelo 102E) durante
3 h, com temperatura controlada a 100°C por um termémetro quimico de escala interna
(Incoterm-Mylabor). O processo de hidrodestilacao foi realizado em um aparelho do tipo
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Clevenger. Em seguida, o dleo contido na mistura agua/éleo foi retirado, identificado,
datado e armazenado em frasco ambar protegido por papel aluminio sob refrigeracéao a
4°C.

gEEEREE
T

Figura 9: Processo de hidrodestilagéo.

Fonte: Proprio autor.

Para a realizagao das analises, o grupo 1 (Folhas Fresca de Alpinia) foi o controle
para comparagao de rendimento, ja que foi considerado como o método convencional,
sem alteragdes metodoldgicas de intensificagao da extragao.

O percentual de desidratagdo foi conseguido por subtracdo da massa final
desidratada das folhas em relagdo a massa fresca das folhas, que equivale:

Massa folhas frescas - Massa folhas secas x 100
Massa folhas frescas

Umidade das folhas (%) =
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Ja o teor de rendimento do 6leo em comparagdo aos grupos controles foram

calculados pelas formulas:

Biomassa do 6leo _ Massa do 6leo (folhas secas)
(mg/100q) folhas Massa do 6leo (folhas frescas)
Biomassa do 6leo FSMesh  _  _Massa do 6leo mg/100q (folhas secasMesh)
(mg/q) folhas Massa do 6leo mg/100g (folhas secas)
Percentual de rendimento da  _ Biomassa mg/q (Folhas secas) x 100
biomassa do 6leo FSMesh (%) Biomassa mg/g (folhas frescas)

4.6 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

4.6.1 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Os n-alcanos lineares (n-C8 a n-C40 + pristano e fitano: 500ug mL™", em
diclorometano) foram adquiridos em Sigma-Aldrich, EUA. O solvente diclorometano foi
adquirido da Synth®. A amostra injetada foi de 10 mg de OEAz, diluido em 1mL de
diclorometano, equivalente a 10000ppm (10.000mg/L).

4.6.2 Condigbes cromatograficas

Para as analises cromatograficas por GC-MS monodimensional, usou-se um
cromatoégrafo em fase gasosa acoplado a espectrometria de massa Shimadzu (modelo
GCMS-QP2010plus, Japéo) equipado com injetor automatico AOC-20i (Shimadzu,
Japéo) e uma coluna capilar Zebron ZB-5 (30 m; 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um
de espessura da fase estacionaria), em uma programagao de temperatura iniciando em
50°C (por 0,0 min); taxa de aquecimento de 2°C min™ até 145°C (por 47 min); e taxa de
aquecimento de 10°C min™" até 300°C (por 15,0 min), com um tempo total de corrida de
62 min. As temperaturas do injetor, interface e fonte de ionizagéo foram 220°C, 300°C e
280°C, respectivamente. O fluxo do gas Hélio (99,999%) foi 0,8 mL/min™'. A injec&o de 1
ML (10000 ppm) foi realizada no modo split 15:1.
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4.6.3 Analises de dados cromatograficos

O tratamento de dados foi realizado utilizando o software GC-MS solution, versao
2.6.1, com uma razéao sinal/ruido maior ou igual a 3. Assim, para a identificagcao tentativa
dos compostos, foi injetado padrao de hidrocarbonetos (C8 a C40) nas mesmas
condicbes das amostras e, conforme a Equacao desenvolvida por Van Den Dool e Kratz
(1963), com o uso do sistema de indices de retengdo com programagéao linear de
temperatura (LTPRI, do inglés, Linear Temperature Programmed Retention Indices). Os
indices obtidos experimentalmente foram comparados (pelo método tentativa) com os
disponibilizados na biblioteca NIST WEB (National Institute of Standards and Technology
— NIST — MS), para uma coluna ZB-5 ou similar, bem com o banco de dados Adams
(2017). Os compostos que apresentaram uma diferenga de até 10 unidades em relagao
ao indice de retengéao tedrico e cuja semelhanga de espectro foi superior a 80% foram

considerados identificados.

4.7 ESTUDO in silico

A ancoragem molecular (A.M.), também designada como atracamento ou
docagem, € uma metodologia in silico que fornece o prognéstico dos modos de ligagao
de micromoléculas (ou macromoléculas) ao interagirem com um sitio receptor
(BARREIRO; FRAGA, 2015). As conformagbes e orientagbes do ligante foram
encontradas por algoritmos de busca, enquanto a classificagao dessas solugdes foi
conduzida em termos de afinidade pelo sitio de ligagao via fungbes de pontuagéo (ou
fungbes de score) (AMUTHA; SANGEETHA, 2021; BARREIRO; FRAGA, 2015,
SILAKARI; SINGH, 2021).

Os valores numéricos obtidos pelas fungdes de pontuagao foram decorrentes da
modelagem matematica das interagdes, que ocorrem durante a formagéao de complexos
estaveis. (AMUTHA; SANGEETHA, 2021; PAGADALA et al, 2017; SCHNEIDER, 2002).

4.7.1 Analise da Docagem Molecular

Para o Docagem molecular, os compostos previamente selecionados e com suas
estruturas tridimensionais obtidas pelo Pubchem serviram como ligantes para predigao
de interagdo com o canal de calcio tipo L dependente de voltagem (Cav1.3) (7UHF) obtido
no Protein Data Bank (PDB) e descritos por regularem uma ampla gama de processos
fisiolégicos, como contragdo muscular, transdugao de sinal sinaptico e secregao
hormonal. Apds a obtencdo dos compostos e dos receptores, os mesmos foram
preparados em relacdo as cargas, presenga de hidrogénios polares e retirada de agua.

Os ligantes ainda foram expostos no software MarvinSketch para verificar o
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estereoisdbmero mais prevalente no pH 7.8. A docagem molecular foi realizada utilizando
o AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) e a analise e visualizagao das interagdes foram

realizadas utilizando o Discovery Studio.

4.7.2 Analise Farmacocinética

A andlise farmacocinética aconteceu em duas etapas, por meio de dois Softwares
Online. O primeiro software foi o SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), que
fez a predicdo da absor¢cdo gastrointestinal, da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, dos substratos e inibigdo da glicoproteina P, dos Inibidores do
Citocromo P-450 CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 e da Permeacao da pele. O
segundo software foi o PreADMET Prediction of ADME/Tox, que fez tanto a etapa de
analise farmacocinética, como a andlise de toxicidade. Na fase de analise
farmacocinética, visando complementar as informagbes coletadas pelo SwissADME, o
PreADMET | Prediction of ADME/Tox fez a predigdo do CYP2D6 substrato e do CYP3A4
substrato, assim como foi predita a Permeabilidade Celular MDCK.

Para a analise ADMET foi necessario utilizar o Canonical smiles. Para a analise
de toxicidade dos compostos, também foi predita através do Software PreADMET |
Prediction of ADME/TOX na intengao de verificar a Toxicidade aguda de algas, teste de
Ames, Carcinogenicidade (camundongo), Carcinogenicidade (rato), Toxicidade aguda
Daphnia magna, inibicdo de hERG in vitro, Toxicidade aguda em peixes (medaka),
Toxicidade aguda em peixes (minnow), Ames TA100 (+ S9), Ames TA100 (-S9), Ames
TA1535 (+ S9) e Ames TA1535 (-S9). Com esse mesmo software foi possivel verificar a
opcéao Drug-likeness que analisa a regra dos cinco ou a Regra de Lipinski como também
€ conhecida, associados a regra de lead, regra de semelhanga a CMC, regras do tipo

MDDR, grupo funcional reativo e regra tipo WDI.

4.7.3 Analise no DrugBank

No intuito de verificar os inibidores ja testados para inibigdo do receptor utilizado,
o Cav1.3, o DrugBank foi utilizado e apos foi feita uma correlagdo entre a similaridade
dos compostos ja descritos como inibidores e os compostos bioativos identificados na

Alpinia zerumbet.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas (quantitativo de teor do o6leo e percentual dos
compostos) foram expressas sob a forma de média * erro padrédo da média. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade de distribuicido de valores. Para o teste de
normalidade, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Dados com distribuicdo Gaussiana
foram comparados entre si utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida do teste post-
hoc de comparagdes multiplas de Tukey. Diferengas entre as médias foram consideradas

significativas para valores de p menores que 0,05 (a=5%).

5 RESULTADOS

5.1. EXTRACAO, QUANTITATIVO E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DA
Alpinia zerumbet

A presente pesquisa realizou variagdes de procedimentos de secagem prévia ou
nao das folhas de Alpinia zerumbet para obtengéo do 6leo essencial. Na Figura 10, os
resultados da extragdo mostram que a quantidade de 6leo obtida no Clevenger, apos
hidrodestilagao, foi de 124 mg no grupo FF; 445 mg no grupo FS; 444 mg no grupo FS8-
16 e no grupo FS16-60, a quantidade foi de 736 mg. Esse quantitativo corresponde a
média de rendimento de 0,124+0,018 para grupo FF; 0,445+0,089 para grupo FS;
0,444+0,177 para grupo FS8-16; 0,736+0,254 para o grupo FS16-60, evidenciado na
Figura 10.
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Figura 10: Rendimento de 6leo essencial da Alpinia zerumbet das folhas frescas ou
submetidas a secagem apos extragao por hidrodestilagdo, onde valores de *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 foram analisados pelo teste Mann-Withney.

Para obtengédo da biomassa (Tabela 1) foi levando em consideragdo a umidade
das folhas em todos os grupos. No grupo onde as folhas estavam frescas, as referidas
apresentaram média de percentual de umidade de 65,25% (+1,0) que resultou em 34,75
g de biomassa do OEAz em 100 g de folhas da A. zerumbet. Ja nos grupos onde houve
secagem prévia de folhas as 100 g dessas folhas continham 10,24% (+0,14) de umidade,
que gerou 89,76 g de biomassa de OEAz.

Ja o quantitativo desse 6leo essencial de acordo com o seu rendimento (0,124;
Figura 10), ao ser convertido em miligrama de 6leo em relagéo a biomassa de 6leo em
100 gramas de folhas, foi obtido 3,4 mg de 6leo/1 g de biomassa das FF. Enquanto no
grupo FS a média e desvio-padréo de rendimento do dleo essencial foi de 0,44 (+0,09) g
e sua conversao em miligrama de 6leo / grama de massa de folhas apresentou 4,9 mg
6leo/1 g de FS.

Ao calcular a biomassa de 6leo em miligramas (mg) para cada grama de folha nos
grupos. Conforme mostrado na Tabela 1, foi observado que o grupo FS produziu 4,9 mg,
respectivamente, em comparagéo com o grupo FF, verificou-se que o grupo FS produziu
3,58 vezes mais 6leo. Apds comparacao de aumento de compostos de interesse contido
no o6leo essencial da Alpinia zerumbet (Tabela 8), apds rendimento obtido por secagem
de folhas, foi verificado que os grupos FS e FS8-16 renderam 4,9 mg, respectivamente.

Ja o grupo FS16-60 rendeu 8,1 mg, quando comparado com o rendimento do grupo FF.
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Para verificar se o rendimento das folhas secas poderia ser intensificado, foram
realizadas extracées de Oleo essencial em duas granulometrias menores em relagéo a
essas folhas secas (2 cm), grupo FS. Essas particulas foram de 8 a 16 Mesh (grupo FS8-
16) e 16 a 60 Mesh (grupo FS16-60). Para melhor comparagéo os valores do grupo FS
foram repetidas nestes resultados.

A massa do OEAz obtido apds a extragéo no grupo FS foi de 445 mg; no grupo
FS8-16 foi de 444 mg; e no grupo FS16-60 esse volume foi de 736 mg. Ja a umidade
para mg de massa contida no 6leo extraido foi de 5,28% no grupo FF, 6,71% no grupo
FS, 8,13% no grupo FS8-16 e 5,65% no grupo FS16-60.

Os rendimentos do 6leo essencial do grupo FS8-16, em média e desvio-padrao,
foram de 0,44 (+0,12) mg e sua conversdo em grama de 6leo / grama de massa de folhas
apresentou 4,9 mg 6leo/1 g de FS. Ja o grupo FS16-60 apresentou rendimento de 0,73
(£0,27) mg e sua conversao em miligrama de 6leo / grama de massa de folhas apresentou
8,19 mg dleo/1 g de FS (Figura 11).

Tabela 1: Rendimento e biomassa obtidos nas hidrodestilacbes de folhas frescas,
desidratadas e com gramaturas diferentes.

Grupos por Grupos por tipo de
caracteristica de granulometria com
Variaveis extragao secagem prévia de folhas
FF FS F8-16 F16-60
Umidade das folhas 65,25% 10,24% 10,24% 10,24%
Biomassa do OEAz (mg) em 100 g
34.75¢g 89,76 g 89,76 g 89,76 g

folhas
Biomassa do OEAz (mg) em 1 g folhas 3,4 49 4,9 8,19
Percentual a mais do rendimento da
biomassa de OEAz em comparagéo ao 0% 44.11% 44 117% 140,88%
grupo FF
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5.2 PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLEO ESSENCIAL DA Alpinia zerumbet

Na figura 12, é possivel observar o mesmo perfil cromatografico a partir dos dados
dos picos da cromatografia do OEAz, onde ha um padrdo cromatografico do tempo de

retencéo e intensidade de sinal para todos os métodos de extracao.
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Figura 11: Cromatograma dos compostos identificados do 6leo essencial da Alpinia zerumbet por Cromatografia Gasosa. Legenda: 1) cicleno;
2) 3-tujeno; 3) Canfeno; 4) 4(10)-tujeno; 5) B-pineno; 6) B-mirceno; 7) 4-careno; 8) a-terpineno; 9) p-cimeno; 10) Limoneno; 11) eucaliptol (ou
1,8-cineol); 12) y-terpineno; 13) hidrato de cis-Sabineno; 14) terpinoleno; 15) hidrato de trans-Sabineno; 16) Linalol; 17) (Z)-2-menten-1-ol; 18)
(E)-pinocarveol; 19) terpinen-4-ol; 20) p-cimeneno; 21) cis-piperitol; 22) trans-Piperitol; 23) Ascaridol; 24) timol; 25) cariofileno; 26) a-
bergamoteno; 27) a-Guaieno; 28) Isogermacreno D; 29) a-Humuleno; 30) (Z)-B-guaieno; 31) B-bisaboleno; 32) y-cadineno; 33) (E)-nerolidol; 34)
oxido de cariofileno; 35) carotol; 36) 12-oxabiciclo[9.1.0]dodeca-3,7-dieno, 1,5,5,8-tetrametil; 37) tetraciclo[6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol, 4,4-
dimetil; 38) dihidro-Eudesmol.
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Em relagéo ao perfil cromatografico de folhas frescas e secas (Tabela 2) em cada
grupo de extragdo do 6leo essencial da Alpinia zerumbet foi identificado 100% dos
compostos de cada grupo.

Do total desses compostos, em relagdo aos monoterpenos totais, oxigenados ou
nao, foi verificado que o grupo submetido ao melhoramento do teor de 6éleo na extragéo
por secagem (grupo FS) apresentou maior percentual em area dos picos desses
compostos quimicos, com 87,39%; enquanto o grupo FF, os monoterpenos totais
representaram 83,82% de todos os compostos.

Em especifico, nos monoterpenos, o teor de maior percentual de volume foi no
grupo FF, com 50,33%; seguido de 46,91% no grupo FS. Ja no perfil dos monoterpenos
oxigenados, foi encontrado valores de 40,82% no grupo FS16-60 e em menor percentual
33,49% no grupo FF.

Apesar das classes dos sesquiterpenos totais, oxigenados ou n&o, se
apresentarem em menor concentracdo em relacdo ao volume total dos compostos
identificados, os referidos sao evidenciados em detrimento aos resultados do estudo in
silico. Esses sesquiterpenos totais foram encontrados em maior percentual no grupo FF
com 15,29% seguido de 13,96% no grupo FS16-60. E os alcoois com maiores percentuais
no grupo FS16-60 (1,46%) enquanto no grupo FF esse percentual foi de 0,89%.

Na mesma tabela 2, € possivel verificar os resultados referentes ao percentual em
area desses compostos majoritarios por grupos. O composto em evidéncia encontrado
em todos os grupos foi o terpineno-4-ol. O percentual desse composto foi de 21,81% no
grupo FS16-60, enquanto no grupo FF foi apenas de 15,21%. E, tanto no composto
cariofileno como no 6xido de cariofileno, o percentual de area foi semelhante, 4,08% e
4,83% no grupo FF. No entanto, no grupo FS, o 6xido de cariofileno apresentou
percentual de 4,09% e cariofileno apresentou percentual em area apenas de 3,13%.

Quando levado em consideragao a porcentagem a mais do volume do teor de 6leo
obtido no grupo FS16-60, apresentada na tabela 1 (126,25%) é possivel ter uma projegao

do quantitativo dos compostos majoritarios presentes no OEAz.
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Tabela 2: Perfil cromatografico do 6leo essencial da Alpinia zerumbet por extragédo de folhas frescas e folhas secas e em diferentes gramaturas

Folhas o Folhas o IRexp o IRexp o
Pico Composto tR  Frescas ér:za Secas .. (8- ér:;a (16- ér:Ja IR lit Referéncia
~2cm ~2cm 16mesh) 60mesh)
1 cicleno 7643 925 4,64 925 4,86 925 4,89 925 4,71 919 Adams, 2017
5 3-tujeno 7.899 932 2.46 931 215 931 217 931 2,01 923 Adams, 2017
5 canfena 8486 946 022 946 015 945 0.18 946 013 940 Konig, Jzo(;‘éaem etal,
4 4(10)-tujeno 9.525 972 11,86 971 6,84 971 8,91 971 6,46 969 Adams, 2017
5 B-pineno 9663 975 3,47 974 2,53 974 2,62 975 247 974 Adams, 2017
6 B-mirceno 10.324 991 1,04 990 1,58 990 1,8 991 1,51 088 Adams, 2017
10941 1005 03 1004 035 1004 028 1005 036 997 deFeo, Porta etal,
4-careno 1998
aterpineno  11.538 1016 3,94 1015 442 1015 3,74 1016 4.1 1014 Adams, 2017
9 o-cimeno 11953 1023 575 1023 7,52 1023 7.6 1023 712 1023 Adams, 2017
10 limoneno 12161 1027 2,04 1027 1,03 1027 1,68 1027 1,66 1028 Adams, 2017
12 \terpineno 13792 1057 11,12 1057 11,94 1057 10,3 1058 1161 1057 Adams, 2017
14 terpinoleno 15394 1087 2,59 1087 2,64 1087 248 1087 267 1083 Adams, 2017
monoterpenos 50,33 46,91 46,65 44,81

11 e“;:ag'_%ti?]'ez I()°” 12297 1030 9,74 1029 11,14 1029 10,19 1030 1046 1032 Adams, 2017
hidrato de cis- 14545 1065 149 1065 0,56 1065 1,09 1066 055 1065 Adams, 2017

13 sabineno
hidrato de trans- 45 955 1098 144 1008 0,63 1098 1,21 1098 063 1098 Adams, 2017

15 sabineno
16 Linalol 16.127 1101 15 1100 1,52 1100 1,59 1101 161 1099 Adams, 2017
. (Z)'Z'msnte”'1' 17.335 1121 1,08 1120 1.19 1120 1.36 1121 144 1123 Adams, 2017
18 (E)}-pinocarveol 18430 1138 0,77 1138 0,91 1138 1,01 1139 1,09 1138 Adams, 2017
19 terpineno-d-ol 20856 1177 1521 1177 21,59 1177 18,71 1178 21,81 1181 Adams, 2017
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... Continuacéo da tabela

Folhas o Folhas o IRexp o IRexp o
Pico Composto tR  Frescas ér:za Secas ér:za (8- ér:;a (16- ér:Ja IR lit Referéncia
~2cm ~2cm 16mesh) 60mesh)
20 p-cimeneno 21.587 1190 1,89 1190 2,39 1190 2,26 1190 2,54 1189 Adams, 2017
23 ascaridol 24.503 1237 0,13 1237 0,55 1237 0,51 1237 0,55 1237 Adams, 2017
24 timol 27.517 1285 0,24 1285 0,13 1285 0,14 1291 Adams, 2017
monoterpenos
oxigenados 33,49 40,48 38,06 40,82 ]
26  o-bergamoteno 36703 1434 0,16 1434 0413 1434 01 1430 Oz Gz"g;g’ etal,
27 a-guaieno 37.100 1441 0,28 1441 0,21 1441 0,3 1441 0,2 1437 Adams, 2017
Radulovic,
28 isogermacreno D 37.406 1446 0,12 1446 0,12 1446 0,09 1445 Lazarevic, et al.,
2007
29 a-humuleno 37.657 1450 0,87 1450 0,56 1450 0,75 1450 0,62 1452 Adams, 2017
30 (2)-B-guaieno  40.287 1495 0,21 1494 0,19 1495 0,15 1492 Adams, 2017
31 B-bisaboleno 41.030 1508 0,15 1508 0,13 1508 0,08 1506 Adams, 2017
32 y-cadineno 41.251 1511 0,6 1512 0,44 1511 0,57 1511 0,45 1509 Adams, 2017
25 cariofileno 35.630 1416 4,08 1416 3,13 1416 3,71 1416 3,24 1415 Adams, 2017
Sesquiterpenos 6,47 4,34 59 4,93
33 (E)-nerolidol 44.239 1564 1,54 1564 1,28 1564 1,47 1564 1,45 1560 Adams, 2000
oxido de
34 cariofileno 45.111 1579 4,83 1579 4,09 1579 4,44 1580 4,45 1578 Adams, 2000
35 carotol 45.876 1593 0,31 1593 0,16 1593 0,29 1593 0,2 1599 Adams, 2017
12-oxabiciclo
[9.1.0] dodeca-
36 3,7-dieno, 46.581 1607 0,68 1608 0,5 1607 0,54 1608 0,58 1606 Adams, 2000
1,5,5,8-
tetrametil-
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...Continuagao da tabela

Folhas o Folhas o IRexp o IRexp o
Pico Composto tR  Frescas ér:za Secas ér:za (8- ér:;a (16- ér:Ja IR lit Referéncia
~2cm ~2cm 16mesh) 60mesh)
tetraciclo
[6.3.20(25)0(1, 40616 1658 071 1658 0,57 1658 0,65 1658 063 1652 Adams, 2000
8)] tridecan-9-ol,
37 4 ,4-dimetil-
38 dihidro-eudesmol 48.746 1661 075 1661 0,57 1661 0,67 1661 067 1661 Adams, 2000
Sesquiterpenos 8,82 717 8,06 7,08
oxigenados
Agnihotri, Agarwal et
21 cis-piperitol 21.868 1195 0,33 1195 0,47 1195 0,57 1195 0,6 1198 al., 2005
Flamini, Cioni et al.,
29 trans-piperitol 22.656 1207 0,56 1207 0,63 1207 0,76 1208 0,86 1208 2004
Alcoois 0,89 1,1 1,33 1,46
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

68



5.4 ESTUDO in silico

5.4.1 Docagem Molecular
Os compostos identificados nos cromatogramas do 6leo essencial obtido das
folhas de Alpinia zerumbet que apresentaram areas percentuais acima de 3%, somaram-
se em nove (Figura 14). Destes, apenas dois foram classificados como sesquiterpenos

(Cariofileno e Oxido de Cariofileno) e os demais classificados como monoterpenos.

Total de nove
compostos com

A
N/ —
adrea
‘@ percentual
—

?

superior a 3%
Alpinia zerumbet 6leo essencial GC-MS
i % I) }

Figura 12: Imagem ilustrativa da andlise do OEAz por CG-EM, onde compostos A)
Cicleno; B) Tujeno; C) a-Terpineno; D) p-cimeno; E) y-terpineno; F) Eucaliptol; G)
Terpineno-4-ol; H) Cariofileno e I) Oxido de Cariofileno foram selecionados para as
analises in silico.

5.4.2 Identificagcao dos compostos
Ap6s a anadlise cromatografica do 6leo das folhas de Alpinia zerumbet os
compostos foram tentativamente identificados e os com maior porcentagem de area
foram selecionados para realizagdo da etapa in silico. Os compostos estdo descritos na
tabela 1. Os compostos foram encontrados e selecionados no PubChem para obtengao

de seus canonical smiles e de suas estruturas tridimensionais.
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Tabela 3: Compostos obtidos através da analise cromatografica do 6leo das folhas de
Alpinia zerumbet suas respectivas identificacdes no PubChem.

PUBCHEM

COMPOSTO CLASSE QUIMICA D > 3% AREA
cicleno monoterpeno 79035 4.71
4(10)-tujeno monoterpeno 18818 6.46
a-terpineno monoterpeno 198978036 4.1
p-cimeno monoterpeno 7463 712
y-terpineno monoterpeno 348276756 11.61
eucaliptol a (ou 1,8-cineol) monoterpeno oxigenado 2758 10.46
terpineno-4-ol monoterpeno oxigenado 11230 21.81
cariofileno sesquiterpeno 5281515 3.24
oxido de cariofileno sesquiterpeno oxigenado 1742210 4.45

A docagem molecular foi realizada e os resultados estao registrados na Tabela 4.
A energia de ligacdo mais negativa (EB) esta relacionada com a melhor pontuagéo de
docagem e observadas na referida tabela. A mesma tabela revelou que a afinidade de
ligagdo dos compostos ligantes evidenciados com o receptor Cav1.3 variou de -8 a -5,8
kcal/mol. O melhor resultado de acordo com a energia de ligagao foi em relagdo ao
composto Cariofileno e o Oxido de Cariofileno.

Ao se analisar as interagdes entre cada composto e seus receptores pode-se
verificar nos monoterpenos analisados que: o y-terpineno apresentou ligagbes de
hidrogénio com a TRP*® presente no sitio ativo dos Ca®‘L, com uma distancia de 4,34 A,
3,81 A e 4,20 A, o p-cimeno apresentou ligagdes de hidrogénio com a PHE?®® e PHE'°
presente no sitio ativo dos Canais de calcio tipo L, com uma distancia de 4,49 Ae 5,17 A
e 4,02 A, o a-terpineno apresentou ligagbes de hidrogénio com a e ILE™®, LEU®,
PHE3®® e PHE'*° presente no sitio ativo dos Ca?‘L, com uma distancia de 5,02 A, 4,68 A
e 4,30 A, 4,54 A 3,83 A, 0 4(10)-tujeno apresentou ligagdes de hidrogénio com a LEU®,
LEU™3, ALAM? e PHE®®, presente no sitio ativo dos Ca?‘L, com uma distancia de 5,44
A, 436 A 546 A 4,98 A e 4,72 A. Ja o Cicleno apresentou ligagdes de hidrogénio com
a ILE™®, LEU™® e PHE®*® presente no sitio ativo dos Ca?*L, com uma distancia de 4,87
A, 429Ae525A.

No grupo dos monoterpenos oxigenados, o Eucaliptol a (ou 1,8-cineol) apresentou
ligagdes de hidrogénio com a ILE*®' e LEU®® presente no sitio ativo dos Ca*'L, com uma

distancia de 5,27 A e 5,28 A, enquanto o Terpineno-4-ol apresentou ligacdes de
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hidrogénio com a ILE'"®, ILE""*® ILE'**¢, PHE""*® e PHE"**3, presente no sitio ativo dos
Ca®'L, com uma distancia de 4,99 A, 538 A, 4,88 A, 505A e 529A e 4,37A,
respectivamente. Ja no grupo dos sesquiterpenos, o Cariofileno apresentou ligagbes de
hidrogénio com a ILE'®, LEU™® e PHE>% presente no sitio ativo dos Ca?'L, com uma
distancia de 5,38 A, 4,25 A e 5,14 A, respectivamente. J4 o sesquiterpeno oxigenado
Oxido de Cariofileno apresentou ligacdes de hidrogénio com a LEU'®8, PHE?% e PHE®®
presente no sitio ativo dos Ca?'L, com uma distancia de 5,05 A, 5,27 Ae 4,67 Ae 5,25 A,

respectivamente. Sendo estas consideradas um tipo de ligagao forte.

Tabela 1: A afinidade de ligagdo e estruturas acopladas dos nove compostos
identificados no 6leo de Alpinia zerumbet com o canal de calcio Cav1.3.

Energia de afinidade

(Kcal/mol) Ligac6es hidrofébicas

Composto

ILE™%5 4,87 A
cicleno -6 LEU™%84 29 A
PHE?® 5,25 A

LEU™®? 5,44 A

LEU™ 4,36 A

ALAM 5 46 A
PHE®*® 4,98 Ae 4,72 A

4(10)-tujeno -6,1

ILE™ 5,02 A
erpinen 1 LEU™%4,68 A e 4,30 A
a-terpineno : PHE®® 4,54 A

PHE™%93,83 A

-cimeno 6.2 PHE** 4,49 Ae 5,17 A
P ’ PHE"%4,02 A

y-terpineno -6,2 TRP*#3434Ae381Ae4,20A

ILE*'5,27 A

eucaliptol (1,8-cineol) -5,8 LEU%®5 28 A

ILE'"5 4,99 A

ILE'46 5,38 A

terpineno-4-ol -6 ILE"'4%6 4,88 A
PHE'® 5,05 AE 5,29 A

PHE™® 4,37 A

ILE™5 538 A
cariofileno -7,8 LEU™%84 25 A
PHE®® 5,14 A

LEU™%8 505 A
oxido de cariofileno -8 PHE?*® 527 A e 4,67 A
PHE?%® 5,25 A
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5.3.2 Propriedades Fisico-quimicas e Farmacocinética

Ao se utilizar as ferramentas para verificar a farmacocinética dos compostos que
apresentaram maior interacdo com os Ca®'L, primeiro pode-se analisar os parametros do
radar de biodisponibilidade (Figura 15 e Tabela 5). A area identificada em rosa representa
a faixa ideal para cada propriedade mencionada.

Os compostos referidos que passaram pelas andlises estdo descritos na Tabela
3 e se mostram dentro dos padrdes de lipofilicidade. Tanto o Cariofileno quanto o 6xido
de Cariofileno se encontram dentro do parametro estipulado pelo XLOGP3, um método
atomistico que inclui fatores corretivos baseados em uma biblioteca com compostos ja
descritos. No entanto, o SwissADME apresenta seis métodos distintos para verificar a
lipofilicidade desses compostos. E um dos calculos é a determinagéo do iLOGP, este tem
sido relatado como melhor preditor para essa caracteristica. Neste contexto, o Cariofileno

apresentou 4,38 enquanto o Oxido de Cariofileno apresentou 3,15 de lipofilicidade.

LIPO LIPO
A) B)
FLEX SIZE FLEX \ SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU
Cariofileno Oxido de Cariofileno

Figura 13: Radar de biodisponibilidade do Cariofileno e Oxido de Cariofileno. A area rosa
€ a faixa ideal para cada propriedade analisada, lipofilicidade, tamanho, polaridade,
solubilidade, flexibilidade e saturagéo segundo o software SwissADME

Logo apds o radar de biodisponibilidade, os parametros foram identificados em
relacdo a estes compostos. Assim, foi verificado que tanto o Cariofileno como o Oxido de
Cariofileno estdao dentro dos padrbes aceitaveis para possivel medicamentos
evidenciando capacidade de absorgao, distribuicdo, poténcia e eliminagdo. Assim, na
Tabela 5, além da lipofilicidade foram identificados dados especificos sobre peso

molecular, polaridade, insolubilidade, instauragéao, flexibilidade.
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Em relag&o ao peso molecular, tanto o Cariofileno (204.35 g/mol) como o Oxido
de Cariofileno (220.35 g/mol) se encontram dentro da faixa de tamanho adequado para
farmaco. Com excecdo a polaridade, ambos, Cariofileno e Oxido de Cariofileno, se
apresentam muito abaixo no padréo estipulado pelo algoritmo (0,00A%e 12,53 A?) (Tabela
5).

Ja em relacdo a solubilidade molar da agua, esses compostos apresentaram
solubilidade. O Cariofileno e Oxido de Cariofileno foram sollveis pelo método ESOL, -
3,87 e -3,45, respectivamente, nos trés métodos previstos pelo SwissADME. No entanto,
vale ressaltar que o método é o logaritmo decimal da solubilidade molar da agua.

Para mensurar o quantitativo de ligagdes foi verificado a insaturagéo do Cariofileno
(0,73) e Oxido de Cariofileno (0,87), demonstrando que ambos t&ém pelo menos uma
ligagdo dupla ou tripla, além de um atomo hidrico sp® em uma molécula. Além de serem
flexiveis, Cariofileno (0) e Oxido de Cariofileno (1), j& que apresentam no maximo 1

ligacao rotativa (Figura 15).

Tabela 2: Resultados referentes ao SwissADME e os paré@metros do radar de
biodisponibilidade dos compostos Cariofileno e Oxido de Cariofileno.

. A o Oxido de
Caracteristicas/Parametros Cariofileno
Cariofileno
Lipofilicidade
4,38 3,15
(-0.7< XLOGP3 <+5)
Peso molecular
204,35 g/mol 220,35 g/mol
(150 g/mol < MV <500g/mol)
Polaridade
0,00A2 12,53 A2
(20A? < TPSA <130A?)
Insolubilidade -3,87 -3,45
(0< LogS (ESOL)<6) Soluvel Soluvel
Insaturagao
0,73 0,87
(0.25 < Fraction Csp3 <1)
Flexibilidade
0 1

(O<num. Rotatable bonds<9)

Ao analisar a farmacocinética, a Tabela 6 traz informacdes relativas aos dois
softwares utilizados, SwissADME e PreADMET.
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Os compostos identificados nas folhas de Alpinia zerumbet, foram analisados por
meio de docagem molecular. Os resultados indicaram que esses compostos tém
afinidade variada com o Ca?‘L dependente de voltagem (Cav1.3), sendo o Cariofileno e
o Oxido de Cariofileno os mais promissores.

A analise farmacocinética revelou que o Cariofileno apresentou baixa
permeabilidade, enquanto o Oxido de Cariofileno apresentou alta permeabilidade
gastrointestinal. Seguindo o modelo de classificagdo quanto a permeabilidade em células
Caco2: > 70nm/sec: alta permeabilidade, 4-70nm/sec: média permeabilidade, >4nm/sec:
baixa permeabilidade.

Em relagdo a Barreira Hemato Encefalica (BHE) apenas o Oxido de Cariofileno
apresentou positividade em atravessar a barreira. Assim como, ambos nao sao substratos
nem inibidores da glicoproteina-P. O Cariofileno mostrou inibigdo de algumas enzimas do
citocromo P450.

Visto que o PreADMET também prevé a permeabilidade da pele (Skin
Permeability), o referido foi analisado por ser um parédmetro importante quando se
correlaciona com substancias as quais s&o administradas por via transdérmica; como
também para analise do perigo que essas substancias podem provocar ao entrar em
contato com a pele do individuo.

Em virtude disso, essas analises farmacocinéticas foram determinadas de acordo
com a classificacdo da permeabilidade da pele em baixa e alta, sendo que o resultado é
fornecido como alta para valores < 0,1; e baixa, para valores > 0,1. Em efeito desses
valores foi observado que ambos 0s compostos analisados apresentaram alta
permeabilidade, uma vez que esses exibiram resultados < 0,1 para Skin Permeability

A andlise de toxicidade indicou que ambos sdo mutagénicos, mas apenas o
Cariofileno nao é carcinogénico. A avaliagao de druglikeness e outras propriedades fisico-
quimicas assim como as caracteristicas das ligacées sugerem que ambos tém potencial

para serem desenvolvidos como farmacos orais.
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Tabela 3: Propriedades ADMET e Druglikeness tabuladas obtidas do servidor PreADMET

e SwissADME.
Caracteristicas Cariofileno Oxido de Cariofileno
Gl absorgao Baixo Alto
Caco2 23.6315 56.3475
BHE Nao Sim
Pgp substrato N&o N&o
Pgp_inibidor Inibidor Inibidor
CYP1A2 inibidor Nao Nao
CYP2C19 inibidor Sim Nao
CYP2C9 inibidor Sim Sim
CYP2D6 inibidor Nao Nao
CYP2D6_ substrato Nao Néao
CYP3A4 inibidor Nao Nao
CYP3A4 substrato Substrato Substrato
MDCK 56,2164* 218,885
Permeabilidade na pele -4,44 cm/s -5,12 cm/s
Toxicidade
Ames_test Mutagénico Mutagénico
Carcinogénese/camundongo Negativo Positivo
Carcinogénese/rato Positivo Positivo
Druglikeness (Caracteristica para droga semelhante)
Lipinski #violations 1 0
Ghose #violations 0 0
Veber #violations 0 0
Egan #violations 0 0
Muegge #violations 1 1
Bioavailability Score 0,55 0,55
PAINS #alerts 0 0
Brenk #alerts 1 2
Leadlikeness #violations 2 2
Synthetic Accessibility 4,51 4,35
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6 DISCUSSAO

Intensificar o teor de compostos quimicos € de grande valia, principalmente
compostos terpindides e sesquiterpindides de 6leo essencial em procedimentos de
extragcdo por hidrodestilacdo. Destilar 6leo essencial por vaporizacdo evita o uso de
solventes (RADWAN et al., 2020). E utilizar estratégias tais como granulometria e
secagem de folhas podem ser opgdes interessantes para conseguir maior rendimento e
maior quantidade do 6leo essencial extraido para fins terapéuticos.

As acbes terapéuticas de alguns dleos essenciais envolvem os compostos
terpendides. E ter a opgdo de maximizar o potencial terapéutico através da obtengéo de
compostos majoritarios, se torna uma possibilidade atraente e promissora para os
bioprodutos.

No presente estudo, duas amostras com perfis diferentes foram utilizadas na
hidrodestilagao, folhas frescas e folhas desidratadas. As folhas secas foram divididas em
trés grupos com gramaturas diferentes. As analises apontaram que o rendimento, apés
pré-tratamento por secagem de folhas a 43°C por 3 dias, foi superior ao grupo de folhas
frescas.

Com relacao ao rendimento do OEAZz obtido por hidrodestilagdo, encontra-se na
literatura os resultados descritos por Kawai et al. (2020), que obtiveram entre 0,04 e
0,07% de rendimento do 6leo essencial da Alpinia zerumbet por hidrodestilagcdo. Ja
Santos et al., 2020, ao realizarem secagem das folhas a 45°C e obtiveram melhor
rendimento (0,71%) e atividade bioldgica antimicrobiana para o OEAz quando comparado
ao obtido por processamento das folhas com temperatura de 55 °C. Tal fato se deve
provavelmente pela alta volatilidade do mesmo diante de temperaturas mais elevadas.

O tamanho de particula é um fator importante que deve ser considerado em muitos
processos de extracao, isso ocorre porque a area superficial especifica de uma particula
aumenta a medida que seu tamanho diminui (POLACHINI et al., 2019). Desta forma, as
particulas menores do presente estudo apresentam uma maior area de superficie para
contato com o solvente utilizado na extragdo do 6leo essencial, aumentando a eficiéncia
do processo de hidrodestilagdo. No estudo em questdo, foram utilizados diferentes
tamanhos de particulas nas folhas secas da Alpinia zerumbet, variando de 2 cm a 16-60
MESH.

Os resultados indicaram que o tamanho de particula influenciou o rendimento do
oleo essencial extraido, sendo que o grupo de particula 16-60 MESH apresentou um
percentual 126,25% superior em relagao aos grupos com tamanho de particula maiores
(2 cm). Além disso, os resultados também sugerem que a concentragdo de monoterpenos

pode ser maior nos grupos com tamanho de particula menores, indicando que a
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granulometria pode afetar a quantidade de compostos quimicos do 6leo essencial,
principalmente maior concentragcao de monoterpenos.

Segundo Alizadeh et al. (2017) a granulometria influencia na eficiéncia do
processo de extracdo de 6leos essenciais. O tamanho adequado de particulas contribui
para a obtencao de maior eficiéncia na extracdo de 6leos essenciais. Zellagui et al. (2018)
mostraram que particulas de 18 a 35 MESH eram ideais para maior rendimento e
concentragdo de compostos terpendides através de perfil cromatografico desses
compostos, quando comparados a granulometrias maiores.

E importante ressaltar que nas extracdes realizadas pela presente pesquisa, o
rendimento da extragdo com menores MESH (16-60 MESH) apresentou-se cinco vezes
maior em relagao a extragéo de folhas de 2 cm, quer sejam frescas ou secas. Além de
maior rendimento houve maior aumento do teor dos terpenos totais, otimizando os
compostos majoritarios. A reducdo do tamanho de particula com aumento de compostos
bioativos como fendlicos e flavonoides foram relatados por Prasedya et al. (2021). O
estudo, aqui citado, evidenciou que particulas superiores a 270 MESH contribuiram para
o aumento da atividade antioxidante dos extratos macroalga S.cristaefolium.

Na presente pesquisa, foram utilizados dados da cromatografia para quantificar o
teor dos terpenos, bem como, a percentagem dos compostos majoritarios contidos no
OEAz. Os principais monoterpenos achados por analise cromatografica foram o
terpineno-4-ol e 1,8-cineol, corroborando com os achados em estudos anteriores, onde
Santos et al., 2011 evidenciaram 38% e 18% e Batista et al. 2021, 23,3% e 22,7% desses
compostos, terpineno-4-ol e 1,8-cineol, em seus achados com OEAz, respectivamente.
Além disso, 0 mesmo grupo, evidenciou a atuagdo do OEAz nos Ca?'L e melhoria da
contratilidade muscular.

Otimizar teor de terpenos por extracdo do OEAz com acdes em Ca?'L torna-se
importante, uma vez que estudos evidenciam a desregulagdo da homeostase Ca?
vinculada a varios processos biolégicos importantes envolvendo declinio cognitivo,
envelhecimento e neuroinflamagdao (NAVAKKODE, 2018). Existindo ainda a regulagao
inadequada dos canais de Ca?* envolvidos em disturbios neuroldgicos, cardiovasculares,
musculares e psiquiatricos.

Em relagéo aos estudos envolvendo os musculos e os Ca*'L, entre os anos de
2011 e 2022, tem-se estudos evidenciando ac¢des de modulacdo de hipertdnica e
espasticidade muscular e rigidez muscular pelo OEAz e Ziclague® (SANTOS et al. 2011;
CANDIDO; XAVIER-FILHO, 2012, CERQUEIRA et al., 2015; CANDIDO et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2018; BATISTA et al., 2022).

Em especificos os monoterpenos oxigenados que o presente estudo evidencia

como majoritarios, terpineno-4-ol e 1,8-cineol, encontra-se varias citacbes de acdes
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biolégicas. O monoterpeno oxigenado 1,8-cineol apresentou agao na contratilidade por
influenciar os canais de calcio dependentes de voltagem (VGCC) em musculo liso de
traqueia, onde o 1,8-cineol, em baixas concentracdes, relaxou as contracdes induzidas
pelo K* isoténico (PEREIRA et al., 2018). Enquanto o terpineno-4-ol, entre 2017 e 2020,
vem sendo evidenciado com agao neuroprotetora em modelos experimentais com doenca
de Alzheimer e envelhecimento cerebral, j3 que apresentou atuagcdo em vias de
sinalizagao para a sobrevida neuronal (M.A et al., 2017; SILVA et al., 2017; REZVANI et
al., 2018; ZHANG et al., 2019; LIU et al., 2020).

Entretanto, ferramentas como a docagem molecular estao ganhando espago para
a descoberta de medicamentos na atualidade, visto que na atualidade, a era
computacional contém uma série de ferramentas computacionais online e offline que
auxiliam na previsao e analise desses perfis. Os perfis ADME, estio vinculados a funcdes
dos ligantes, com base em sua estrutura e na interag&o entre o ligante e o receptor. Essas
analises auxiliam no screening virtual de compostos, direcionando os ideais, dentro dos
parametros estabelecidos por cada ferramenta, para seguirem para na busca de novos
farmacos. Ja a predicdo da farmacocinética, isto é, toxicidade, absorg¢ao, distribui¢ao,
metabolismo, além da (ADMET), estd associada a medicamentos com moléculas
semelhantes ja descritas, e foram realizadas usando o software online PreADMET e
SwissADME (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002; NTIE-KANG et al., 2013;
YALCIN, YALCINKAYA, ERCAN, 2021).

Segundo TORRES; SODERO; JOFILY; SILVA (2019) a energia das ligagdes
negativas estdo presentes nas melhores pontuagdes de docagem. Esse resultado foi
verificado no presente estudo. As ligagdes de hidrogénio sdo um fator contribuinte
primario no suporte da afinidade de ligagao dos ligantes com o receptor. A forte interagéo
da ligagdo de hidrogénio representa uma alta capacidade de ligagéo entre o ligante e a
proteina (FERREIRA; SANTOS; OLIVA; ANDRICOPULO, 2015). Diante dos resultados
relativos a energia de ligagdo entre os compostos e os receptores percebe-se que 7, dos
9 compostos, apresentaram interagdes menores que -6 kcal/mol e segundo Shityakov,
Forster (2014) interagbes acima de -6 kcal/mol possuem menor probabilidade de
acontecerem espontaneamente. Nesse contexto os melhores resultados apontaram os
compostos composto Cariofileno e o Oxido de Cariofileno para afinidade de ligagdo com
o receptor dos Ca®*L subunidade 1.3 (Cav1.3).

Percebe-se que os compostos, tanto o Cariofileno quanto o Oxido de Cariofileno,
estdo dentro dos padrdes de medicamentos ja descritos na literatura, relacionando esses
compostos a doengas neurodegenerativas. E, compostos bioativos que modulem o
Cav1.3 sdo promissoras terapia, porém ainda ha limitagdo de dose bloqueadoras de
Cav1.3 nessas atividades neurais (ORTNER et al., 2017).
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A necessidade de realizar estudos toxicologicos se faz necessario para
determinagdo de parédmetros de seguranca, que ndo sdo observados durante o uso
popular dos derivados de plantas medicinais. Constituindo assim, uma analise bastante
relevante, uma vez que se caracterizam os efeitos dos compostos produzidos e simulados
a partir de sua administracdo, auxiliando a decidir se esses compostos devem ser
adotados ou ndo para uso clinico (SARAIVA, 2012).

Relacionados a toxicidade, o software PreADMET €& uma ferramenta essencial
para prever a seguranga de novos compostos. Os perfis de seguranga de varios
compostos sintetizados foram previstos usando esta ferramenta. Os dados previstos na
Tabela 6 (pag 63) revelaram que os dois compostos sdo mutagénicos e apenas o
Cariofileno nao é carcinogénico. Em relagdo a mutagenicidade a avaliagéo in silico é
realizada através do Teste de Ames que faz uso de cepas da bactéria Salmonella
typhimurium. O teste de toxicidade AMES foi usado para identificar se um composto é
mutagénico ou ndo, ou seja, esse teste com as cepas identifica agentes que podem
causar alteragbes mutagénicas, elas podem ser avaliadas na presenga ou auséncia da
fracdo S9, essa fragdo avalia a metabolizacdo das substancias, sendo composta por
fracbes hepaticas microssomais e citosolicas, simulando as caracteristicas dos
metabdlitos sintetizados (CLAXTON; DE UMBUZEIRO; DEMARINI, 2010).

Quanto ao efeito sobre o metabolismo, um dos parametros mais importantes na
etapa de desenvolvimento de farmacos é a capacidade de inibicdo enzimatica que
determinada molécula possui. O complexo enzimatico CYP-450 ou chamado de enzimas
do citocromo P450 (Hemeproteinas localizadas no figado), apresentam subfamilias
responsaveis pelo processo de metabolizagdo de farmacos, destacam-se as CYP3A4,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 as quais sdo umas das principais responsaveis pelo
processo de metabolizacdo de farmacos. Neste contexto, o Cariofileno foi inibidor da
CYP2C19, e ambos da CYP2C9; entretanto, nas demais enzimas, os compostos nao
foram inibidores, e sim, substratos para CYP3A4. Entretanto, ambos, Cariofileno e Oxido
de Cariofileno apresentaram alta permeabilidade cutdnea de acordo com a classificagao
para Skin Permeability, segundo Dolabela et al. (2018) e EImaidomy et al. (2020).

Ainda com enfoque em metabolismo e excregdo, a maioria dos medicamentos
dependem de muitos fatores, como a glicoproteina-P (PgP), umas das proteinas de
superficie celular mais importantes envolvidas no efluxo xenobidticos, ou seja,
bombeando xenobidticos de dentro para fora da célula, isto é, os compostos. E seguindo
esse mesmo contexto, outra observacédo importante do resultado é que os compostos

nao sao substratos, bem como, ndo sao inibidores da PgP. Um nao substrato significa
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que a Pgp néo reconheceria a molécula e néo causaria seu efluxoA Pgp, mesmo nao
sendo um inibidor, pode aumentar a biodisponibilidade desses compostos. Isso pode
afetar a interagdo com outros medicamentos processados pela bomba de efluxo. Isso
resultaria em uma maior fragdo desses compostos na corrente sanguinea, possivelmente
exigindo doses mais altas para atingir o efeito desejado. Esse fendbmeno poderia ser
benéfico para alcangar o alvo terapéutico (DEWANJEE et al.,, 2017; SANTANA;
MIRANDA; SOUSA, 2020).

Relacionado a lipofilicidade, que é a propriedade muito importante para um
possivel farmaco, ja que esta totalmente relacionada a sua capacidade de absorgéo,
distribuicdo, poténcia e eliminagdo, percebeu-se neste contexto, que ambos os
compostos, Cariofileno quanto o Oxido de Cariofileno, se encontram dentro do parametro
estipulado; assim, para este coeficiente de particdo n-octanol/agua (log P o/w) (DAINA;
MICHELIN; ZOETE, 2014).

Outro parametro analisado foi o druglikeness o qual avalia qualitativamente a
chance de uma molécula, ou seja, dos compostos Cariofileno e Oxido de Cariofileno se
tornarem um farmaco oral em relagao a sua biodisponibilidade. O SwissADME da acesso
a cinco filtros baseados em regras diferentes, com diversas faixas de propriedades dentro
das quais a molécula é definida como farmaco. Esses filtros geralmente se originam de
analises de grandes empresas farmacéuticas com o objetivo de melhorar a qualidade de
suas colegdes de produtos quimicos proprietarios. O método do Lipinski € amplamente
utilizado e ambos os compostos apresentaram apenas 1 violacdo, ainda sendo
considerado adequado. Os métodos Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) e
Muegge (Bayer) foram adaptados (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Varias
estimativas permitem visdes de consenso ou selecdo de métodos que melhor se adaptam
as necessidades especificas do usuario final em termos de espaco quimico ou demandas
relacionadas ao projeto. Qualquer violagdo de qualquer regra descrita aqui aparece
explicitamente no painel de saida. Dentre estes quatro, Ghose (Amgen), Veber (GSK),
Egan (Pharmacia) e Muegge (Bayer) ambos os compostos ndo apresentaram nenhuma
violacéao.

Ja em relagao a Synthetic Accessibility, a pontuagéao final fornece a possibilidade
de sintese de tais moléculas avaliadas nesse estudo, verificando a sua facilidade (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). A pontuagao varia entre 1 e 10, em que 1 é dita como muito
facil de ser sintetizada e o valor 10 muito dificil de ser sintetizada. Segundo a tabela 6
(pag 63) o composto Cariofileno apresentou uma pontuacéo de 4,51, enquanto o Oxido
de Cariofileno apresentou uma pontuagao de 4,35, ambos enquadrados, como moderada
facilidade de sintese. Vale ressaltar que essa pontuagao molecular € muito complexa e

leva em consideragao a presenca de caracteristicas estruturais ndo padronizadas, como
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anéis grandes, fusdes de anéis ndo padronizados, estereocomplexidade e tamanho da
molécula (ERTL, 2009).

O Bioavailability Score € semelhante, mas procura prever a probabilidade de um
composto ter pelo menos 10% de biodisponibilidade oral em ratos ou permeabilidade
mensuravel de Caco-2, em geral essa pontuagao necessita estar no minimo em 0,10 para
que o composto seja um candidato e, segundo os dados descritos na tabela 6 (pag 63)
ambos sdo considerados candidatos a ser um medicamento com administragdo oral
(MARTIN, 2005).

Outro parametro fornecido pela ferramenta para avaliar essa permeabilidade
intestinal, € a permeabilidade em células epiteliais, incluindo as linhagens de células
intestinais Caco-2 (intestinal epithelium), oriundas de adenocarcinoma de c6lon humano
(intestino grosso) que possuem a capacidade de diferenciar-se em enterdcitos. Esse dado
permite-nos predizer se este composto pode ser utilizado por via oral. De acordo com a
classificagdo de Dolabela et al. (2018) e Elmaidomy et al. (2020) houve classificagdo da
permeabilidade em células Caco2, classificando o Cariofileno em baixa permeabilidade,
enquanto o Oxido de Cariofileno apresentou alta permeabilidade gastrointestinal as
células Caco-2. Esse tipo de informagao fornece a capacidade que o composto pode ser
administrado por via oral. Os farmacos prescritos por via oral necessitam atravessar a
parede do sistema digestivo para atingir a corrente sanguinea. Isso implica em saber o
grau de absorcdo dos compostos no intestino, pois, as paredes do trato gastrointestinal
(TGI) contém microvilosidades extremamente importantes e fundamentais na absorcéo
local, onde varias substancias podem adentrar e ter sua consequente biodistribuicdo no
corpo, tendo em vista tais resultados, a absorcdo vai depender da finalidade do
medicamento, assim como também da sua forma farmacéutica final.

Em virtude disso, o ideal é que os laboratérios produzam medicamentos para que
apresentem absor¢do de acordo com a necessidade da patologia do individuo, com o
proposito de que a medicagao néo esteja de forma excessiva ou diminuida na corrente
sanguinea. Nestes casos, os farmacos apresentam-se altamente permeaveis em células
epiteliais; tal como o medicamento sinvastatina, utilizado como paradmetro de analise
propria da pesquisa, por possuir alta permeabilidade epitelial (MOURA; ARAUJO;
SOUSA, 2020).

O outro tipo de célula, que verifica a via de excreg¢ao sao as Madin-Darby canine
kidney (MDCK), oriundas de rim canino e sofreram diferenciacdo em células epiteliais
colunares com membranas semipermeaveis quando cultivadas (DOLABELA et al., 2018;
NISHA, 2016). Esse modelo de MDCK, como dito, mede a taxa de eliminacdo dos
farmacos, ou seja, essa célula simula a barreira epitelial intestinal e a propriedade de

depuracao renal, prevendo assim a permeabilidade e a excregdo do composto. Este fato
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proporciona a biodisponibilidade oral, importante na fase pré-clinica do desenvolvimento
do farmaco, pode ser prevista por simulagdes bioldgicas in vitro e in silico, fornecendo
deste modo uma excelente base para seu uso padronizado em transporte de farmacos e
estudos de interagcdo entre farmacos e excipientes (KOVACEVIC; JEVRIC;
KUZMANOVIC; LONCAR, 2014).

Ainda de acordo com os valores referente aos dados do servidor PreADMET e
SwissADME, observa-se que houve uma enorme variacdo em relagdo aos resultados
entre os compostos estudados. E dentro desse contexto, sabe-se que, quanto maior o
valor apresentado, maior a capacidade de excregéo deste composto (SANTOS; DANIEL;
PROSPERO; COSTA, 2018). Deste modo, observou-se que o Oxido de Cariofileno
apresentou maior excrecao por esta via que o Cariofileno. Estes dados foram comparados
com os dados do medicamento sinvastatina, pois 0 mesmo possui excrecéo e depuragao
renal descritas (MOURA; ARAUJO; SOUSA, 2020).

Outra analise importante é relativa as subestruturas de certas moléculas que
podem apresentar uma resposta potente, independente do alvo molecular, a isso chama-
se Compostos Promiscuos (PAINS). Segundo Baell et al., (2010) essas subestruturas
podem apresentar resultados bioldgicos indevidos. O SwissADME avalia a possivel
existéncia de certas subestruturas em compostos como o Cariofileno e o Oxido de
Cariofileno. Segundo a Tabela 6 (pagina 63), esses compostos ndo apresentam essas
subestruturas identificadas. Além disso, a analise de Brenk examina se essas
subestruturas podem ser potencialmente problematicas, como toxicidade, reatividade,
instabilidade metabdlica ou fraquezas farmacocinéticas. Nessa analise, foi encontrado
apenas um fragmento com essas caracteristicas. Associado aos critérios de
"leadlikeness", semelhantes ao conceito de "druglikeness" mas com um foco mais fisico-
quimico para identificar moléculas adequadas para otimizagédo, esse fragmento pode
influenciar o tamanho e a lipofilicidade da molécula (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Neste caso, uma violagéo foi vista para o Cariofileno e duas violacdes para o Oxido
de Cariofileno indicando que ha possibilidade de as mesmas sofrerem adequacoes
relativas a tamanho e lipofilicidade e consequente melhora em sua biodistribuigao.

A distribuicdo de cada composto no corpo humano depende de muitos fatores,
como a permeabilidade da BHE, e neste caso apenas o Oxido de Cariofileno apresentou
permeabilidade na BHE. Esse tipo de analise fornece informagbes importantes, pois a
permeabilidade na BHE indica compostos com potencial agdo no SNC, deste modo,
testes de BHE in silico sdo ferramentas relevantes para auxiliar a prever a absorgao
cerebral de candidatos a farmacos antes de estudos in vivo (CHO et al., 2017).

Em trabalhos como o realizado por Ullah et al. (2021), é evidente o potencial do

B-Cariofileno na reducdo do estresse oxidativo e da disfungdo mitocondrial, com foco
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especial no sistema nervoso. No entanto, vale ressaltar que os proprios estudos indicam
a necessidade de um carreador lipossomal, devido a sua baixa solubilidade em fluidos
biolégicos. Ou mesmo, muito desses estudos sdo ensaios in vitro, que de fato indicam o
potencial antioxidante do B-Cariofileno e de seu préprio derivado oxidativo B-Oxido de
Cariofileno. Além dessas informacdes, esses sesquiterpenos sao bastante relatados,
inclusive por atuar no agonista seletivo do receptor canabindide tipo 2 (CB2). Nesse
sentido, os dados relativos a bioinformatica s&o previsbes que podem auxiliar a
compreender a farmacocinética de compostos, devido, justamente a auséncia de estudos
de farmacocinética in vitro e in vivo, como é o caso dos dois compostos analisados neste
estudo.

Entretanto, varios estudos apresentam o Cariofileno como neuroprotetor com
atuacao nos receptores canabindides CB2 em Sistema Nervoso Central (IRRERA et al.,
2020), presentes em neurdnios pos-sinapticos com resposta inibitéria por
hiperpolarizagédo do potencial de membrana (ZHANG et al., 2014; STEMPEL et al., 2016).
Outra possivel evidéncia do Cariofileno atravessar a barreira hematoencefalica sdo os
estudos de Viveros-Paredes et al. (2017) e Machado et al. (2018). Respectivamente, os
estudos evidenciaram protegdo de neurdnios dopaminérgicos apés de lesdo por MPTP e
acao imunoinflamatéria central, ambos em roedores.

Nesse contexto, a presenca de um carreador lipossomal facilitara a transposicao
da barreira hematoencefalica. E segundo Wu et al. (2023) a barreira hematoencefalica
permite difusdo passiva apenas de farmacos lipossollveis com baixo peso molecular.
Nos estudos de CAL (2006ab) os terpenos séo estudados por serem lipofilicos, com
interacao lipidica e queratinosa. Entre os terpenos, tem-se o terpeno-4-ol, um
monoterpeno que faz da parte das classes promotoras de absorgéo por ser um composto
que facilita a absor¢do de drogas polares (JAIN, 2002; AQUIL et al., 2007; LAN et al.
(2014). Assim como 1,8 cineol, outro monoterpeno, cuja estrutura é favoravel para
atravessar barreiras lipidicas, ja que apresenta grupo de caudas de hidrocarbonetos de
ligagédo polar (SANTOS; RAO, 2000; CHRISTIANSON, 2017).

Entretanto, Mallmann et al. (2022) mostrou que o Cariofileno diminuiu as
atividades convulsivantes, além de amenizar o infiltrado de albumina no parénquima
cerebral, evidenciando efeito protetor contra a quebra da BHE.

Além disso, possibilidades de nanocarreadores para liberacdo de farmacos
organicos, por via inalatéria sdo promissores para novos farmacos cuja formulagdes
apresentem agoes bioldgicas de tratamento de doengas do Sistema Nervoso Central (WU
et al., 2023).
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7 CONCLUSAO

O ¢dleo essencial obtido por hidrodestilagéo, apds secagem das folhas, apresentou
maior rendimento em relagéo as folhas frescas. Seguido de teor de 6leo potencializado
em 126,25% quando a granulometria dessas folhas secas foi de 16-60 MESH. A
caracterizagao quimica evidenciou perfil semelhante em ambas as extragdes, de folhas
frescas e secas. Em relagdo a possiveis interagbes dos compostos com os Ca*'L, foi
identificado por ordem de forca de interagao, 6xido de cariofileno, cariofileno e terpineno-
4-ol.

Assim, o preparo da amostra com secagem prévia das folhas de Alpinia zerumbet
em menor granulometria promoveu o aumento no rendimento do 6leo essencial obtido
por hidrodestilagdo, sem perda de compostos terpendides (monoterpenos, monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e alcoois); especialmente os
terpendides de interesse (O0xido de cariofileno, cariofileno e terpineno-4-ol), que
mostraram maior afinidade em relagdo a com a Cav1.3, destacando-se como possiveis

novas estratégias terapéuticas.
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