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RESUMO

A planta Alpinia zerumbet, comumente conhecida como "Colonia", ¢ amplamente utilizada na
medicina tradicional para tratar a ansiedade e a hipertensdo, ambas associadas a danos oxidativos no
cérebro. Este estudo teve como objetivo explorar as propriedades antioxidantes e anticolinesterdsicas
do 6leo essencial extraido de suas folhas. Além disso, foi realizada uma investigacao in silico em varios
constituintes do dleo essencial relativos a enzima acetilcolinesterase. A andlise GC/MS identificou
dezenove compostos volateis, principalmente monoterpendides (98,41%), particularmente terpinen-4-
ol, eucaliptol, y-terpineno e sabineno, destacando-se como os componentes majoritarios. As atividades
anticolinesteragicas e sequestradoras de radicais exibidas pelo Oleo essencial de A. zerumbet
mostraram-se dignas de nota quando comparadas as drogas padrdo. Na andlise de docking molecular,
os compostos aterpineno, B-pineno, eucaliptol e terpinoleno se ligaram a mesma regido que o local de
ligagdo padrao da galantamina, sugerindo sua agdo semelhante. Por outro lado, o ocimeno se liga a
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uma regido distinta do local de liga¢do da galantamina, sugerindo um potencial efeito sinérgico com o
inibidor cocristalizado na AChE. Portanto, o 6leo essencial de A. zerumbet, dadas suas propriedades
farmacolodgicas estabelecidas no sistema nervoso central (SNC) e a presenca de substincias
antioxidantes e inibidores da acetilcolinesterase, surge como um candidato promissor para
investigagdes farmacologicas mais direcionadas relacionadas a doenga de Alzheimer.

Palavras-chave: Hipotese Colinérgica. Radicais livres. Acoplamento Molecular.
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1 INTRODUCAO

A planta Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt. et Smith pertence a familia Zingiberaceae e ¢ originaria
da Asia, mas ganhou destaque em vérias partes da América do Sul como planta ornamental. No
Nordeste do Brasil, ¢ popularmente conhecida como "Coldonia" e € frequentemente usada na medicina
tradicional para tratar condigdes como hipertensdo e ansiedade (Da Cunha et al., 2013). Estudos
mostram que as propriedades anti-hipertensivas e ansioliticas da planta podem ser atribuidas em parte
a presenga de flavondides, como (+)-catequina, (-)-epicatequina e alpinetina (Costa et al. 1998).

Os flavonoides identificados no extrato aquoso de 4. zerumbet como rutina, kaempferol-3-O-
rutinosideo, kaempferol-3-O-glucuronideo, catequina e epicatequina sao substancias bem conhecidas
que contribuem para a atividade hipotensora, diurética e antiulcerogénica da planta e os compostos
diidro-5,6-desidrocavaina e 5,6-desidrocavaina atuam como agentes antiulcerogénicos e
antitromboticos (Mpalantinos et al. 1998).

Os estudos de Zoghbi et al. (1999) identificaram os principais componentes do 6leo essencial
das folhas e flores de A. zerumbet, dentre os quais o terpinen-4-ol, presente tanto nas folhas quanto nas
flores, tem a¢do anti-hipertensiva. Além do terpinen-4-ol, que responde por 22,7% dos compostos, as
folhas também contém limoneno (25,1%) e y-terpineno (17,4%), enquanto as flores contém 1,8-cineol
(23,1%) e sabineno (14,5%).

Terpinen-4-ol € o principal constituinte do Jleo essencial de A. zerumbet. As atividades
psicofarmacoldgicas e eletrofisiologicas deste composto foram investigadas em camundongos Swiss
machos e ratos Wistar. O composto foi administrado por via intraperitoneal e intracerebroventricular.
Para experimentos in vitro, o terpinen-4-ol inibiu as convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol
(PTZ), indicando efeitos anticonvulsivantes. Os registros eletroencefalograficos mostraram que o
terpinen-4-ol protegeu contra convulsdes induzidas por PTZ, corroborando os resultados
comportamentais. O terpinen-4-ol exerce efeitos anticonvulsivantes por meio da regulagdo da
neurotransmissdo GABA¢érgica (Nobrega et al. 2014).

A ansiedade ¢ mais comum em pacientes com hipertensdo, e essas duas condi¢des
frequentemente coexistem. Mais énfase tem sido dada a determinacao da etiologia em pacientes com
hipertensdo e ansiedade comorbidas. O aumento da interleucina IL-6, IL-17 e ROS acelera o
desenvolvimento de hipertensdo e ansiedade (Qiu et al, 2023).

A acetilcolina tem um papel crucial nos sistemas nervoso periférico e central. Os neurénios
colinérgicos localizados no prosencéfalo basal, incluindo os neurdnios que formam o nticleo basal de
Meynert, sdo severamente perdidos na doenca de Alzheimer (DA). A perda sinaptica € o principal

correlato da progressdo da doenca e a perda de neurdnios colinérgicos contribui para déficits de
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memoria e atengdo. Assim, drogas que atuam no sistema colinérgico representam uma opg¢ao
promissora para tratar pacientes com DA (Ferreira-Vieira et al. 2016).

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga neurodegenerativa causada pela formacao de placas
beta-amiloide (AP) e emaranhados neurofibrilares. A acetilcolinesterase (AChE) ¢ a enzima crucial na
hidroélise de um dos neurotransmissores mais amplamente conhecidos, a acetilcolina (ACh), que tem
sido associada a fisiopatologia da DA. Entdo, a inibi¢ao enzimatica da atividade da AChE tem sido
uma estratégia de tratamento interessante para a DA. Varios produtos naturais t€ém sido investigados
em todo o mundo com o objetivo de descobrir novos agentes anticolinesterasicos que possam ser
usados como opgao terapéutica para o tratamento da DA (Taqui et al. 2022)

Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE) s3o uma importante estratégia terapéutica na
doenca de Alzheimer, ¢ esfor¢os estdo sendo feitos na busca de novas moléculas com atividade anti-
AChE. A maioria dos medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da DA sdo inibidores
da AChE: tacrina, donepezil, rivastigmina e galantamina, todos com eficécia limitada e apresentando
algum tipo de efeito colateral. Os dois ultimos compostos sdo obtidos de plantas, que sdo fontes
potenciais de novos inibidores da AChE. Esses inibidores, de acordo com a hipotese colinérgica,
aumentam os niveis do neurotransmissor acetilcolina no cérebro, melhorando assim as fun¢des
colinérgicas em pacientes com doenca de Alzheimer e aliviando os sintomas desse distlirbio
neurologico (Murray et al. 2013).

Esta planta mostra potencial em problemas cardiovasculares e de satide mental e, portanto, ¢
de interesse no contexto da doenga de Alzheimer (DA). Essa condi¢do neurodegenerativa afeta
principalmente a populagdo idosa, destacando a importincia dos inibidores da AChE como alvo
terapéutico. No caso de A. zerumbet, o estudo busca explorar suas atividades antioxidantes e
anticolinesterases, posicionando-a como uma possivel fonte de principios bioativos no tratamento da
DA (Volpe et al. 2018).

Os radicais livres, caracterizados por sua alta reatividade, tém o potencial de influenciar uma
variedade de processos celulares, tanto fisiologicos quanto fisiopatologicos nos organismos. Altas
concentragdes desses radicais livres podem desencadear varias doengas neurodegenerativas, incluindo
Alzheimer e Parkinson (Bugger et al. 2020; Zhu et al. 2023).

Assim, a Alpinia zerumbet surge ndo apenas como uma planta ornamental, mas também como
um recurso valioso, proporcionando uma sinergia entre seus constituintes flavonoides bioativos,
propriedades farmacologicas e potenciais beneficios a saude, especialmente na abordagem da doenca
de Alzheimer, na qual a composicdo quimica e suas atividades antioxidante e anticolinesterase serdo

avaliadas 1n vitro e in silico.
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2 EXPERIMENTAL
2.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL

A planta foi coletada no jardim da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Agroindustria Tropical), localizado no Bairro do Pici, na cidade de Fortaleza, no estado do Ceara, em
abril de 2022 com as coordenadas lat: -3.7527757, log: -38.5756348. A exsicata da planta foi
depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara (UFC) sob o codigo (EAC
65331). O dleo essencial foi extraido utilizando cerca de 600 g de folhas frescas, utilizando-se a técnica

de hidrodestilacao em aparelho do tipo Clevenger.

2.2 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (GC/MS)

A andlise do 6leo foi realizada no equipamento Shimadzu QP-2010, nas seguintes condigdes:
coluna cromatografica Rxt-5MS (Crossbond 5%, difenil/95% dimetilpolissiloxano), capilar (30m x
0,25mm x 0,25 um) revestida com silica fundida; Hélio como gas de arraste (24,2 mL/min), a uma
velocidade linear constante; temperatura do injetor a 250°C (modo split 1:100); temperatura do detector
a 250°C. Além disso, a rampa de aquecimento foi programada, inicialmente de 35°C a 180°C, com
aumento de 4°C/min até 180°C e depois de 17°C/min até 280°C, permanecendo nessa temperatura pelos
10 minutos finais. Assim, foi gerado o cromatograma, que relaciona o tempo de reten¢ao aos picos da
amostra. O espectro de massa foi obtido por impacto de elétrons com uma energia de feixe de 70 eV.
Desta forma, espectros de massa foram gerados, € o equipamento sugere alguns compostos através de
uma comparacdo com uma biblioteca NIST existente. Para identificar efetivamente os componentes
do petroleo, os espectros de massa e os indices de retencao (KI) foram comparados com os da literatura
- de acordo com as bases de dados NIST e Adams (2017). O célculo do Indice de Kovat experimental
foi realizado por regressdo linear com interpolagdo dos compostos principais KI e seus respectivos

tempos de reten¢do do cromatograma.

2.3 AVALIACAO IN VITRO DA INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE

A atividade da anticolinesterase (AChE) foi medida em placas de fundo plano de 96 pocos
usando o leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX 800, software "Gen5 V2.04.11" (ELLMAN et al., 1961).
Nas placas de 96 pocos, foram utilizadas as seguintes solugdes por poco: 25 pL de iodeto de
acetiltiocolina (15 mM), 125 pL de 5,5'-ditiobis-[acido 2-nitrobenzodico] em solugao de Tris/HCL (50
nM, pH=8, com NaCl 0,1 M e MgCL2.6H20 0,02 M (3 mM, DTNB ou reagente de Ellman)), 50 uL
de solucdo de Tris/HCL (50 nM, pH=8, com albumina de soro bovino (BSA) a 0,1%), 25 pL da

amostra de 6leo dissolvido em metanol e diluido 10 vezes em solucao de Tris/HCL (50 mM, pH=S8)
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para obter uma concentracio final de 0,2 mg ™! (Rhee et al., 2001) (Trevisan et al., 2003). As dilui¢des
das amostras e padroes positivos utilizados nas avaliagdes quantitativas na microplaca partiram de uma
solucdo estoque com concentracao de 2 mg mL-1, e foram: 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 ¢

0,78 pg mL-1 Valores relacionados as coloragdes naturais do 6leo foram excluidos da anélise.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

O potencial antioxidante foi medido em placas de fundo plano de 96 pogos usando um leitor
Elisa BioTek, modelo ELX 800, software "Gen5 V2.04.11" (Becker et al. 2019) com algumas
modifica¢des. Nas placas de 96 pocos, foram utilizadas as seguintes solu¢des por pogo: 180 uL de
solucdo metanodlica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), 20 pL da amostra de oOleo essencial
dissolvido em metanol e diluido 10 vezes para obter um resultado final de concentragdo de 0,2 mg ™
I, As concentragdes de 6leo foram produzidas usando a solug¢io de concentracdo inicial de 2 mg mL-
1, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 ¢ 0,78 pg mL-1. As absorbancias foram lidas a 490 nm por
um total de 60 minutos de incubagdo. O padrio utilizado para comparagdo foi o BHT. Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS+e

A solugdo ABTS+e (7 mM, 5 ml) foi misturada com 88 pL de persulfato de potassio (140 mM).
A mistura foi agitada e armazenada no escuro em temperatura ambiente por 16 horas. Posteriormente,
1 mL dessa solugao foi adicionado a 99 mL de etanol. A absorbancia ¢ lida a 734 nm. Varias solucdes
de concentragdes decrescentes de 6leo essencial de A. zerumbet foram preparadas, e 3,0 ml de solugdo
ABTS+e foram adicionados a 30 pl dessas solugdes apos 6 minutos; as leituras foram feitas a 734 nm

(Re et al. 1999). A IC50 (concentracdo inibitdria semi-maxima) foi calculada por regressao linear.

2.6 ACOPLAMENTO MOLECULAR
2.6.1 Preparacio de ligante e receptor para simulacoes de docking

A estrutura quimica dos compostos a-terpineno, a-tujeno, B-pineno, limoneno, 1,8-cineol, y-
terpineno, o-cimeno, sabineno, terpinoleno e terpineno-4-ol foi desenhada usando o codigo
MarvinSketch. Os conformadores de menor energia foram salvos e posteriormente otimizados
utilizando o cddigo Avogadro (Hanwell et al. 2012), configurado para utilizar o algoritmo de descida
mais ingreme com 50 ciclos de itera¢des, aplicando o campo de forca MMFF94 (Merck Molecular

Force Field) (HALGREN, 1996) (Silva et al. 2020).
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O mecanismo de acdo dos compostos contra a acetilcolinesterase (AChE) foi avaliado in silico
por meio de simulag¢des de docking molecular, onde a estrutura alvo foi obtida a partir do Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/), PDB ID: 4EY6 (CHEUNG et al., 2012). Na etapa de preparagao do alvo,
os residuos foram removidos, hidrogénios polares foram adicionados e as cargas de Gasteiger foram

calculadas (Yan et al. 2014) usando o c6digo Autodocktools ™ (Huey et al. 2012).

2.6.2 Simulacdes de acoplamento molecular e saida de dados

Cinquenta simulagdes de docking molecular foram realizadas contra AChE com parametros de
grade centralizados para abranger toda a estrutura enzimatica usando os seguintes eixos: -0,412 (x), -
51,388 (y) e 4,1 (z), com parametros de tamanho de 84A (x), 92A (y) e 126A (z) usando o codigo
AutoDockVina (Trott; Olson 2010), Algoritmo Genético Lamarkiano (LGA) e uma exaustividade de
64 (Marinho et al., 2020). O parametro estatistico RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores
de até 2,0 A (Yusuf et al. 2008) e uma energia de afinidade de contorno de -6,0 kcal/mol (Shityakov;

Forster, 2014) foram usados para selecionar a melhor pose para cada ligante contra AChE.

2.7 VALIDACAO DO METODO

O inibidor Galantamina (GNT), co-cristalizado no alvo AChE (Cheung et al. 2012), foi
submetido a técnica de redocking para validar as simula¢des de docking molecular realizadas. O
complexo gerado foi comparado ao complexo nativo por meio da superposi¢do de estrutura para
confirmar a confiabilidade do docking molecular e o software usado como ferramenta para simular

com precisdo as interacoes receptor-ligante (Antopoulou et al. 2022).

2.8 VISUALIZACAO DE MODOS DE LIGACAO E INTERACOES ACHA-LIGANTE

Os modos de ligacdo e as interacdes AChE-ligante foram visualizados usando UCSF
Chimera™ (Pettersen et al. 2004). Os complexos foram salvos no formato PDB usando PyMOL
(Delano 2004). As interagdes moleculares relatadas e as ligagdoes de hidrogénio foram calculadas

usando o visualizador Discovery Studio Visualizer™ (Biovia 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢ao do 6leo essencial foliar de A. zerumbet do Rio de Janeiro apresentou variagoes
no teor e composicao entre abril e agosto de 2005. Em abril, os principais constituintes identificados
no oleo de A. zerumbet foram terpinen-7-al (40,5%) e hidrato de sabineno (15,4%); em agosto, os

principais componentes identificados foram terpinen-4-ol (29,4%) e 1,8-cineol (23,1%) (Victorio et al.
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2010). A presenga de terpinen-7-al ndo foi encontrada em plantas do Estado do Ceara (Nordeste do
Brasil) e diferencas nas concentragdes de compostos principais € compostos menores sao comuns em

plantas cultivadas em diferentes condigdes ambientais.

3.1 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GC/MS)
DO OLEO ESSENCIAL DE A. ZERUMBET

A anélise revelou a presenca de 19 compostos volateis (Tabela 1), destacando-se a
predominancia de monoterpenos (98,41%) na composicdo do 6leo essencial de A. zerumbet.

Os principais constituintes apresentados na Tabela 1 s3o terpinen-4-ol (23,92%), 1,8-cineol
(19,01%), y-terpineno (16,63%) e sabineno (10,14%). Uma composi¢ao semelhante foi mostrada para
o oOleo essencial de 4. zerumbet em outro estudo do Estado do Ceara, onde foram feitas 6 coletas
durante o dia e composicdo semelhante foi observada, apenas alterando o rendimento entre os
constituintes e o sabineno foi o constituinte majoritario (25,4% a 21,48%) (Canuto et al. 2015).

Esses resultados contribuem para um melhor entendimento da composicao quimica da planta,
abrindo possibilidades para investigacdes adicionais sobre as propriedades terapéuticas e potenciais

aplicacdes do oOleo essencial de A. zerumbet, especialmente considerando a diversidade e sinergismo

dos compostos presentes.

Tabela 1. Composicdo percentual relativa do 6leo essencial das folhas de Alpinia zerumbet por Cromatografia
Gasosa/Espectrometria de Massas (GC/MS).

Calculo de
Constituinte IK lit cinematica Rendimento (%)
inversa
a-Thujene 911 919 4.06
a-Pineno 932 925 1.59
Sabinene 961 964 10.14
B-Pineno 976 967 2.68
B-mirceno 981 983 1.26
a-Terpineno 1017 1008 5.67
0-Cymene 1022 1017 4.26
D-Limoneno 1029 1021 2.21
Eucaliptol 1030 1023 19.01
y-Terpineno 1060 1053 16.63
Terpinoleno 1078 1084 2.55
hidrato de cis-sabineno 1096 1095 0.59
B-Linalol 1100 1098 0.98
hidrato de trans-Sabineno 1101 1120 0.88
(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1124 1139 0.58
(-)-Terpinen-4-ol 1177 1180 23.92
o-Terpineol 1188 1194 1.39
B-cariofileno 1421 1423 0.99
Oxido de cariofileno 1583 1572 0.60

Os indices de Kovats (KI) foram estimados por regressdo linear dos tempos de retencdo dos principais compostos nos
cromatogramas e seus respectivos indices de Kovats da literatura (Adams 2017).
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3.2 AVALIAC}AO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA

O estresse oxidativo em relacdo a doenca de Alzheimer tem sido objeto de extensa pesquisa.
Embora a causa exata da doenca de Alzheimer ndo seja totalmente compreendida, h& evidéncias
crescentes sugerindo que o estresse oxidativo desempenha um papel significativo em seu
desenvolvimento e progressao (Bakari et al. 2015).

Essas interacdes entre o estresse oxidativo e a doenca de Alzheimer sugerem que estratégias
destinadas a reduzir o estresse oxidativo podem desempenhar um papel na prevencao ou tratamento da
doenca. Estudos tém explorado o potencial dos antioxidantes, tanto por meio da dieta quanto de
medicamentos, como possiveis abordagens terapéuticas. Quando a producdo de espécies reativas de
oxigénio prevalece sobre os sistemas de defesa cerebral, a constituicao rica em lipidios do cérebro
pode favorecer a peroxidacao lipidica em conjunto com defesas antioxidantes defeituosas, constituindo
uma reagdo em cadeia de radicais livres que pode alterar as atividades cerebrais gerais (Bouayed et al.
2009). No entanto, é importante notar que a compreensdo da doenga de Alzheimer é complexa,
envolvendo fatores genéticos, ambientais e outros, e ainda ha muito a ser descoberto sobre as causas e
tratamentos eficazes (Briyal et al. 2023).

Ngameni et al. (2013) propuseram que os 6leos essenciais com IC50 <50 ug mL-1 na avalia¢ao
da atividade de sequestro de radicais livres demonstram alta atividade, aqueles com IC50 < 100 pg
mL-1 exibem atividade moderada e aqueles com IC50 >100 pg mL-1 apresentam baixa atividade
antioxidante. O 6leo essencial de A. zerumbet apresentou atividade relevante na eliminacéo de radicais
livres, levando a diminuicdo ou mesmo a inibicdo desses processos oxidativos (Alves et al. 2010).

Estudos cientificos tém se concentrado na atividade antioxidante do eucaliptol, destacando suas
propriedades benéficas em diferentes contextos, incluindo a capacidade de neutralizar espécies reativas
de oxigénio (ROS) e proteger contra o estresse oxidativo (Yin et al. 2020).

Estudos de Picollo et al. (2008) destacaram a alta atividade de inibicdo da enzima AChE
(acetilcolinesterase) pelo eucaliptol em experimentos in vivo conduzidos em cérebros de piolhos. O
6leo essencial de Eucalyptus globulus, composto principalmente por eucaliptol (49,07-83,59%) e a-
pineno (1,27-26,35%), apresenta propriedades anticolinesterase e anti-inflamatorias, melhora a
memoria e alivia os sintomas da doenca de Alzheimer (Soares et al. 2022).

A influéncia da terpina-4-ol na regulacdo de genes e vias de sinalizagéo celular relacionadas a
resposta antioxidante e inflamatdria destaca seu papel como modulador multifacetado. Sua capacidade
de interferir nos processos de oxidagdo e, a0 mesmo tempo, inibir vias inflamatdrias sugere que a

terpine-4-ol pode desempenhar um papel importante na manutengéo do equilibrio redox e na redugéo
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da inflamacdo associada ao estresse oxidativo (Mendes et al. 2022). Além disso, a terpina-4-ol
demonstra a capacidade de ativar enzimas antioxidantes enddgenas, como superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase. Essa modulacéo positiva das enzimas antioxidantes reforca a defesa
celular contra o estresse oxidativo, aumentando a capacidade do organismo de enfrentar e neutralizar
espécies reativas (Rocha 2012).

Estudos do  oleo essencial de Croton nepetaefolius e constituintes como agentes
anticolinesterasicos revelaram, com base em simulagdes de docking molecular, que varias moléculas
analisadas possuem alto potencial de interagao com o alvo da AChE, destacando-se os sesquiterpenos
germacreno B, seguidos pelo B-cariofileno com agao proxima a fisostigmina; no entanto, sua acao esta
em um local diferente da estrutura da AChE, sendo provavelmente inibidores nao competitivos (Passos
et al. 2023).

Entao, produtos naturais que apresentam atividades antioxidantes e anticolinesterdsicas sao
alvos interessantes para uso no tratamento da DA. O 6leo essencial de 4. zerumbet apresenta ambas as

atividades (Tabela 2), sendo uma fonte util de moléculas com potencial para o tratamento da DA.

Tabela 2. Atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e atividade anticolinesterasica do 6leo essencial de Alpinia zerumbet

(OEAZ).
Amostra CI50 DPPH CI50 ABTS CI50 AChE
(pg mL-1) (pg mL-1) (pg mL-1)
OEAz 15.84 + 0.08 11,27 +£0,01 15,28 £ 0,01
Quercetina (padrdo) 1,63+0,03 1,83+0,02 -
BHT (padréo) 4,75 £ 0,05 4,31+£0,02 -
Fisostigmina (Padrdo) - - 1,15+0,05

O oleo essencial da folha de A. zerumbet apresenta principalmente monoterpenos, que sao
6timos candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diversos processos
patoldgicos, ligados ao SNC, incluindo condi¢6es dolorosas. Como outro exemplo, 0 gama-terpineno
(y-TPN) é um monoterpeno presente em espécies vegetais que possuem multiplas propriedades
farmacolodgicas e tem semelhanga estrutural com 0s monoterpenos antinociceptivos, como o limoneno
e o alfa-felandreno. y-TPN produziu efeito antinociceptivo em modelos de nocicepgdo quimica por
meio do envolvimento dos sistemas colinérgico e opioide (Passos et al. 2015). Entdo, drogas que atuam
no sistema colinérgico representam uma opg¢do promissora para tratar pacientes com DA (Ferreira-
Vieira et al. 2016).

3.3 AVALIACAO IN SILICO
A presenca marcante de terpino-4-ol, eucaliptol, y-terpineno e sabineno esta de acordo com

dados da literatura para amostras do Estado do Cear4, revelou a consisténcia desses compostos como
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os principais constituintes do 0leo essencial de A. zerumbet (Canuto et al. 2015). E importante
ressaltar que mesmo compostos presentes em quantidades reduzidas na planta, eles podem realizar
atividades bioldgicas, dependendo de seu potencial de acdo e possiveis sinergias com outros
componentes presentes no 6leo. Em seguida, na avaliagdo do potencial do 0leo essencial de A.
zerumbet para AD, o0s constituintes principais e outros em menor concentracdo completando 10
compostos, foram examinados in silico contra a estrutura tridimensional da AChE.

Os complexos receptor-ligante formados apresentaram valores de RMSD variando de 0,088 a
1,410 A e energia de afinidade variando de -5,8 a -6,8 kcal/mol (Tabela 3). O redocking do inibidor
GNT co-cristalizado em AChE apresentou um RMSD de 1,932 A e energia de afinidade na ordem de
-7,9 kcal/mol. Analisando os padrdes de interacdo com AChE, foi possivel identificar que os
complexos formados exibiram predominantemente intera¢6es hidrofobicas, bem como duas ligacdes

H doadoras de Pi e duas interacdes empilhadas de Pi-Pi (Tabela 3).

Tabela 3. Tipos de interacdes e distancias (A) entre os ligantes e os residuos de aminoacidos da AChE

Ligands Afinidade (kcal/mol) | RMSD (A) | Residuo Interacéo Distancia (A)

a-Terpineno -6.4 1.410 Trp 286A Hidrofébico 3.81
Trp 286A Hidrofébico 4.02

Val 294A Hidrofébico 4.16

Tyr 337A Hidrofébico 5.48

Phe 338A Hidrofébico 4.87

Phe 338A Hidrofébico 4.92

Tyr 341A Hidrofébico 4.27

Tyr 341A Hidrofébico 5.39

Trp 286A Pi-Pi empilhado 4.05

Trp 286A Pi-Pi empilhado 5.39

a-Thujene -6.2 0.992 Val 330A Hidrofébico 4.47
Lys 332A Hidrofébico 5.08

Val 408A Hidrofébico 4.23

Val 429A Hidrofébico 4.24

Val 429A Hidrofébico 4.51

Val 429A Hidrofébico 4.56

Val 429A Hidrofébico 4.57

Tyr 510A Hidrofébico 4.43

Leu 524A Hidrofébico 4.76

Leu 524A Hidrofébico 5.29

Arg 525A Hidrofébico 4.45

Arg 525A Hidrofébico 4.46

B-Pinene -6.2 1.121 TRP 86A Hidrofébico 3.55
TRP 86A Hidrofébico 4.18

TRP 86A Hidrofébico 4.25

TRP 86A Hidrofébico 4.51

TRP 86A Hidrofébico 4.63

TRP 86A Hidrofébico 5.07

Tyr 337A Hidrofébico 4.58

Tyr 337A Hidrofébico 4.79

Tyr 337A Hidrofébico 5.18
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Phe 338A Hidrofébico 5.47

Seu 447A Hidrofébico 4.74

Seu 447A Hidrofébico 531

D-Limoneno -6.5 0.150 Val 330A Hidrofébico 4.33
Val 408A Hidrofébico 4.20

Val 429A Hidrofébico 3.83

Arg 525A Hidrofébico 3.85

Arg 525A Hidrofébico 4.85

Arg 525A Hidrofébico 4.85

Eucaliptol -6.4 1.195 Trp 86B Hidrofébico 3.50
Trp 86B Hidrofébico 3.55

Trp 86B Hidrofébico 4.03

Trp 86B Hidrofébico 4.25

Trp 86B Hidrofébico 4.40

Trp 86B Hidrofébico 4.81

Tyr 337B Hidrofébico 3.84

Tyr 337B Hidrofébico 4.94

Tyr 337B Hidrofébico 5.14

Phe 338B Hidrofébico 5.22

Seu 447B Hidrofébico 4.70

Tyr 449B Hidrofébico 5.45

y-Terpineno -6.3 0.088 Val 330A Hidrofébico 4.44
Lys 332A Hidrofébico 4.55

Val 408A Hidrofébico 3.95

Val 429A Hidrofébico 3.89

Val 429A Hidrofébico 3.96

Val 429A Hidrofébico 4.71

Leu 524A Hidrofébico 4.11

Arg 525A Hidrofébico 4.21

Arg 525A Hidrofébico 4.96

Arg 525A | Pi-Doador H-Bond 2.74

0-Cymene -6.8 1.088 Val 330A Hidrofébico 4.57
Lys 332A Hidrofébico 4.63

Lys 332A Hidrofébico 4.94

Val 408A Hidrofébico 4.77

Val 408A Hidrofébico 5.42

Val 429A Hidrofébico 3.58

Val 429A Hidrofébico 4.14

Val 429A Hidrofébico 4.54

Arg 525A Hidrofébico 4.47

Arg 525A | Pi-Doador H-Bond 2.99

Sabinene -5.8 1.403 Val 330A Hidrofébico 4.72
Lys 332A Hidrofébico 5.07

Val 429A Hidrofébico 3.93

Val 429A Hidrofébico 4.18

Val 429A Hidrofébico 4.24

Tyr 510A Hidrofébico 541

Arg 525A Hidrofébico 4.53

Arg 525A Hidrofébico 4.59

Terpinen-4-ol -6.5 1.175 Val 330A Hidrofébico 4.65
Val 408A Hidrofébico 4.21

Val 429A Hidrofébico 411

Val 429A Hidrofébico 4,53

Leu 524A Hidrofébico 4.34

Arg 525A Hidrofébico 4.18

Arg 525A Hidrofébico 4.53

Terpinoleno -6.5 1.137 Trp 86B Hidrofébico 3.46
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Trp 86B Hidrofébico 3.88
Trp 86B Hidrofébico 4.56
Trp 86B Hidrofébico 4.82
Trp 86B Hidrofébico 5.21
Tyr 337B Hidrofébico 3.85

O sitio de ligacdo do inibidor de galantamina cocristalizado nas cadeias A e B do receptor
AChE ¢ formado pelos residuos Trp 86, Gly 120, Gly 121, Gly 122, Glu 202, Ser 203, Phe 295, Phe
297, Tyr 337 e His 447 (CHEUNG et al., 2012). Observou-se que o o-terpineno, o B-pineno, o 1,8-
cineol e o terpinoleno se ligaram & mesma regido do sitio de ligacdo da galantamina, compartilhando
interagdes com os residuos Tyr 337A (o-terpineno); Trp 86A, Tyr 337A, His 447A (B-pineno); Trp
86B, Tyr 337B, His 447B (eucaliptol); e Trp 86B, Tyr 337B (terpinoleno), indicando que esses
compostos tém acdo semelhante a galantamina (Fig. 1). O composto o-cimeno liga-se a uma regiao
diferente do local de ligagcdo da galantamina, indicando um possivel efeito sinérgico com o inibidor

cocristalizado na AChE.

Fig. 1. Complexo de interagdo entre acetilcolinesterase (branco), a-Terpineno (rosa), B-Pineno (azul), Eucaliptol (verde),
Terpinoleno (marrom), o-Cimeno (vermelho) e o inibidor cocristalizado Galantamina (lilas).
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4 CONCLUSOES

Por meio de estudos de docking molecular, ¢ possivel inferir que os compostos a-terpineno, 3-

pineno, eucaliptol e terpinoleno sé@o promissores no planejamento e desenvolvimento de novos
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farmacos anti-Alzheimer, pois apresentaram interagdes significativas com a AchE, enquadrando-se na
mesma regido do sitio de ligacdo da galantamina, indicando acdo semelhante.

Os dados também mostram que 0 0-cimeno apresentou uma energia de afinidade mais
favoravel em relacdo a AChE (-6,8 kcal/mol) e se encaixou em uma regido diferente do sitio de ligacéo
da galantamina, indicando um possivel efeito sinérgico com os demais constituintes do 6leo essencial
na inibicdo da AChE.

Em seguida, este estudo demonstrou que o 6leo essencial de Alpinia zerumbet apresentou
resultados satisfatorios para a presenca de substancias antioxidantes, e para a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, indicando assim a necessidade de realizacdo de outros estudos a fim de confirmar
seus efeitos farmacoldgicos promissores contra a Doenca de Alzheimer,
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