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RESUMO

Dados obtidos em 195 paises no ano de 2017 revelaram que a asma atingiu 43,12 milhdes de novos casos/ano
e para o tratamento dessa patologia utilizam-se medicacdes anti-inflamatdrias, anti-histaminicas e as vezes
plantas medicinais, como o gengibre (Zingiber officinale Roscoe). O objetivo desse estudo foi analisar o perfil
farmacoldgico e toxicolégico, in silico, dos principais compostos secundarios do Zingiber officinale Roscoe e
as interagdes moleculares com alvos farmacoldgicos de importancia no processo inflamatério. Para tal, buscou-
se por estruturas quimicas e atividades dos compostos com evidéncia cientifica, avaliagbes farmacocinéticas e
toxicologicas, in silico, em servidores online, bem como docking molecular. Foram utilizadas 12 moléculas,
com destaque para os gingerdéis, paradol e shogadis, por serem 0s principais compostos do rizoma em
quantidade e acdo farmacoldgica, 0s quais apresentaram porcentagem relevante de afinidade pela 5LOX,
segundo a plataforma SwissTarget Prediction. Observou-se, também, pela plataforma preADMET, capacidade
em atravessar a barreira hematoencefalica e absorgdo intestinal favoraveis e, alta ligagdo as proteinas
plasmaticas. Além disso, os principais compostos secundarios nao inibiram o CYP3A4, ndo apresentaram
potencial mutagénico no Teste de Ames, apresentaram moderadas e baixas DLsp € baixo indice arritmogénico,
além de moderada probabilidade de carcinogenicidade, mutagenicidade, nefrotoxicidade e toxicidade no
sistema respiratorio pelo ProTox I1l. O compostos secundarios 6-shogaol e o 6-paradol apresentaram maior
probabilidade de ligacdo ao alvo 5LOX e demonstraram, estatisticamente, ancoragem semelhante ao Zileuton,
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas favoraveis para uso oral, além do perfil menos tdxico quando
comparado aos demais compostos, embora possuam potencial imunotéxico e potencial carcinogénico em
camundongos.

Palavras-chave: Zingiber officinale; inflamagdo; mutagenicidade; carcinogenicidade.
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ABSTRACT

Data obtained in 195 countries in 2017 revealed that asthma reached 43.12 million new cases/year and that
anti-inflammatory medications, antihistamines and sometimes medicinal plants, such as ginger (Zingiber
officinale Roscoe), are used to treat this pathology. The objective of this study was to analyze the
pharmacological and toxicological profile, in silico, of the main secondary compounds of Zingiber officinale
Roscoe and the molecular interactions with pharmacological targets of importance in the inflammatory process.
To this end, we searched for chemical structures and activities of the compounds with scientific evidence,
pharmacokinetic and toxicological evaluations, in silico, on online servers, as well as molecular docking.
Twelve molecules were used, with emphasis on gingerols, paradol and shogaols, as they are the main
compounds of the rhizome in quantity and pharmacological action, which presented a relevant percentage of
affinity for 5LOX, according to the SwissTarget Prediction platform. The preADMET platform also showed
favorable ability to cross the blood-brain barrier and intestinal absorption, as well as high binding to plasma
proteins. In addition, the main secondary compounds did not inhibit CYP3A4, did not show mutagenic
potential in the Ames Test, presented moderate and low LD50 and low arrhythmogenic index, in addition to a
moderate probability of carcinogenicity, mutagenicity, nephrotoxicity and toxicity in the respiratory system by
ProTox Ill. The secondary compounds 6-shogaol and 6-paradol showed a higher probability of binding to the
5LOX target and demonstrated, statistically, similar docking to Zileuton, favorable physicochemical and
pharmacokinetic properties for oral use, in addition to the less toxic profile when compared to the other
compounds, although they have immunotoxic potential and carcinogenic potential in mice.

Keywords: Zingiber officinale; inflammation; mutagenicity; carcinogenicity.
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Em cerca de 195 paises foram adquiridos dados, em 2017, demonstrando que a asma

INTRODUCAO

atingiu 43,12 milhdes de novos casos/ano (0,56%) e, no mesmo ano, foi responsavel por
272,68 milhdes de casos (3,57%) e 0,49 milhdo (0,006%) em mortalidade (RAMOS;
MARTINS; DE CASTRO, 2021). Essas taxas tendem a ser mais altas, especialmente entre
as populacdes de nivel socioeconémico mais baixo e com menos acesso a servigos saude,
além de maior exposicdo a fatores de risco, como tabagismo passivo ou ativo, polui¢cdo no
ar e acaros de poeira doméstica (SOLE & NUNES, 2009).

Para o tratamento dessa patologia sdo utilizados medicamentos para prevencdo e
alivio das crises asmaticas com acGes anti-inflamatoria e anti-histaminica. Entretanto, ndo
sdo curativos, além de apresentarem efeitos colaterais. Além disso, o custo elevado dos
medicamentos industrializados e a dificuldade dos individuos em receber assisténcia
médica tém levado ao aumento da utilizacdo de produtos de origem natural, tais como
plantas medicinais de uso popular, como recurso terapéutico (ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006; SANTOS et al., 2020).

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) possui um rizoma de alto potencial
terapéutico em diversas patologias, largamente utilizado na medicina tradicional oriental e,
posteriormente, expandida para o mundo ocidental. Essa planta € rica em compostos como
o0 gingerol e 0 shogaol que tém atividades farmacoldgicas, sendo as principais antieméticas,
antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas (SOUSA et al., 2019).

A ancoragem molecular ¢ um método estabelecido in silico baseado em estrutura
amplamente utilizada na descoberta de novos medicamentos. Ancoragem possibilita a
identificacdo de novos compostos de interesse terapéutico, prevendo interacdes entre 0s
alvos e as moléculas ou delineando relagdes estrutura-atividade (SAR) (PINZI &
RASTELLI, 2019). Desse modo, como objetivo desse estudo buscou-se analisar o perfil
farmacoldgico, toxicoldgico dos principais compostos secundarios do Zingiber officinale
Roscoe e as interacdes moleculares com alvos farmacoldgicos de importancia no processo

inflamatorio.

MATERIAIS E METODOS

A primeira etapa do estudo consistiu em buscar na literatura 0s compostos secundarios

do Zingiber officinale Roscoe, utilizando como critério de inclusdo possuir a estrutura quimica
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definida. Realizou-se o desenho molecular e otimizacdo para 0 armazenamento dessas

estruturas quimicas em 2D e 3D através do software ChemSketch. As moléculas foram

importadas nas plataformas online, utilizando como critério de exclusdo as estruturas quimicas

que fossem maior do que a capacidade suportada pelos servidores de pesquisa, impossibilitando
o fornecimento dos resultados.

Com o SwissTarget Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) realizou-se a
predicdo dos alvos moleculares em que cada estrutura possui afinidade e probabilidade em
estabelecer uma ligacdo. Em plataformas como o SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e
o0 PreADMET (https://preadmet.webservice.omdrc.org/) obtiveram-se os dados fisico-
quimicos, como LogP e peso molecular, dados farmacocinéticos, como a absor¢éo intestinal e
metabolizacdo por citocromos e o PreADMET, juntamente a plataforma ProTox-IlI
(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=home). Foram adquiridos, também, os dados
toxicoldgicos, como o teste de ames, a carcinogenicidade e DLso.

Para avaliar a ligacdo e interacdo do Zileuton, sendo esse 0 antagonista da 5-LOX, e 0s
ligantes 6-gingerol, 6-paradol, 6-shogaol com a enzima 5-lipoxigenase (PDB ID: 6n2w),
realizou-se estudo de ancoragem molecular, com as coordenadas do sitio ativo para o docking
molecular da 5-LOX, bem como, para todos os ligantes (X= 35.820614, Y= 65.513114, Z=
38.411455). O local de acdo do docking, no qual deve conter os residuos do sitio ativo, €
determinado pelas dimensdes da caixa (Grid Box) nos eixos X, Y e Z, cujo tamanho da caixa
foi definido por 60 x 60 x 60 para todos os alvos. Para a analise por docking molecular, os
ligantes foram desenhados e otimizados quanto a sua estrutura 3D para a conformacao de menor
energia, segundo parametros da mecanica classica (distancia de ligacdo, alongamento da
ligacdo, inclinacdo do angulo, rotacdo interna e interagdes de van der Waals) através do
software ACD/ChemSketch (Advanced Chemistry Development, Inc.) versdo 14.0. Em
seguida, foram importados os arquivos dos ligantes otimizados para o software AutoDockTools
(Scripps Research) 1.5.7. Apos as ligacdes rotativas detectadas e definidas como rigidas, foram
adicionados hidrogénios polares e cargas de Gasteiger e, entdo, as moléculas otimizadas foram
salvas em formato “pdbqt” (BELLETI et al., 2021; MILLANAO et al., 2021). Os arquivos
contendo as informacdes sobre a estrutura 3D dos alvos, com os ligantes ja associados, ou seja,
na sua conformacdo ativa, foram importados para o software BIOVIA Discovery Studio
(Dassault Systemes BIOVIA) versdo 17.2.0, e o software PyMOL versédo 3.0 para a confecgéo
das imagens. As moléculas de dgua e cofatores presentes foram removidos do complexo (alvo-
ligante) e os seus respectivos ligantes separados. Em seguida, apenas os alvos foram inseridos
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no AutoDockTools 1.5.7 e mantidos flexiveis. Posteriormente, as cargas de Gasteiger e
hidrogénios polares foram adicionados e os hidrogénios ndo-polares removidos e os alvos
salvos em “pdbqt”.

A significancia estatistica dos testes foi determinada pelo software GraphPad Prism 5.0,
através do teste One Way ANOVA, seguida do pos-teste de tukey, onde a diferenca entre os

grupos foi considerada significativa quando o p < 0.05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da literatura encontrou-se um total de 22 estruturas moleculares, de 4 classes de
compostos secundarios (monoterpenos, sesquiterpenos, fenolicos e diarileptanoides), sendo que
apenas 12 estruturas possuiam caracteristicas quimicas que os permitiam ser analisados pelas
plataformas (Figura 1), em decorréncia da capacidade suportada ndo ser compativel com o

tamanho das demais moléculas.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos metabolitos secundarios do Zingiber officinale desenhados no

software ChemSketch.

Os rizomas de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) contém de 3 a 6% de 6leos
graxos, 9% de proteinas, 60 a 70% de carboidratos, 3 a 8% de fibra bruta, 8% de cinzas, 9
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a 12% de agua, 2 a 3% de o6leo volatil (contendo monoterpenos, sesquiterpenos e
diarileptandides), 5 a 8% de compostos picantes presentes da Fracdo Resinosa (gingerdiois
e gingerdis, como 6-8-10- gingerol naraiz fresca) e, por processo de dessecacgdo, zingerona,
zingibereno, 6-8-10-shogaol, fenilfalcanonas, gingerenonas A e C, isogingerenona B,
gingerdiona e 1-dihidrogingerdiona (MAHBOUBI, 2019). Chu-Chin e Chi-Tand (1987)
ressaltaram que o nimero de compostos fitoquimicos identificados em rizomas do gengibre
foi maior em rizomas secos do que nos frescos, apontando a influéncia significativa do
método de secagem de escolha para a investigacéo.

Ali e colaboradores (2008) destacam que o gingerol é um dos principais compostos
ativos do gengibre em quantidade, sendo responsavel por suas propriedades farmacologicas.
Salea et al. (2017) mencionam que a extracdo pelo método Fluido Supercritico (SF-
Supercritical Fluid) resultou no maior rendimento de 6leo essencial (3,1%) e teor de 6-
gingerol (20,7%).

O 6-Shogaol, com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, € um produto da
desidratacdo do 6-Gingerol, que em quantidade representa uma propor¢éo de 1:1 entre 0 6-
Gingerol e seu subproduto 6-Shogaol. Essa quantidade pode variar de acordo com a técnica
de extracdo empregada no estudo em questdo, devido a constante reposi¢do de solvente
resultar no esgotamento dos compostos secundarios, além do aquecimento que induz a
transformacdo do 6-Gingerol em 6-Shogaol. Nesse sentido, o rendimento mais alto na
literatura se deu através do Soxhlet com 0,57mg/g (OLIVEIRA, 2019).

Seguindo a regra dos 5 de Lipinski, os valores de LogP, ou coeficiente de particdo
ideais sdo entre 1 e 5, sendo que valores abaixo de 1 indicam baixa capacidade de atravessar
membranas e acima de 5 pode contribuir para uma maior toxicidade dependendo do local de
acdo e potencial terapéutico da substancia (SILVA et al., 2022). Conforme apresentado na
tabela 1, os maiores valores de LogP, que encontram-se entre 3 e 4.6, sdo do 10-Gingerol,
seguido do 6-paradol, 6-Shogaol e 6-Gingerol, conferem uma maior lipossolubilidade para
estes compostos, permitindo que sejam mais permeaveis nas barreiras biologicas,
influenciando na absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME).

Além disso, a massa ideal para atravessar membranas celulares é de no maximo 500
Daltons, o nimero de aceptores hidrogénio de no maximo 10 e de doadores 5, sendo que isto
influencia a interacdo do composto com as moléculas de agua (H20) no organismo, afetando
a absorc¢do da substancia (ALEXANDRE, 2020; PINHEIRO, 2023).
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Tabela 1. Dados Fisico-Quimicos dos compostos secundarios do Zingiber officinale a serem

analisados de acordo com a RO5 de Lipinski, segundo o SwissADME.

Peso Molecular

METODO LogP (g/mol) Aceptores de H Doadores de H
MOLECULAS
[6]-Dehydrogingerdione 3,45 290,35 4 2
[6]-Gingerol 3,13 294,39 4 2
[6]-Paradol 3,96 278,39 3 1
[6]-Shogaol 3,76 276,37 3 1
[10]-Gingerol 4,62 350,49 4 2
Citral A (Geranial) 2,71 152,23 1 0
Citral B (Neral) 2,71 152,23 1 0
Curcumin 3,03 368,38 6 2
Dihydrogingerenone A 2,93 360,40 6 4
Gingerenone D 2,87 358,39 6 4
Zerumbone 3,58 218,33 1 0
Zingerone 1,79 194,23 3 1

Legenda: [LogP]: Coeficiente de Particdo; [Peso Molecular]: Peso da molécula em gramas por mol; [Aceptores
de H]: Receptores de LigacGes de Hidrogénio; [Doadores de H]: Doadores de Ligacdes de Hidrogénio.

A regra dos cinco (ou ‘rule of five’ - RO5) tem como finalidade avaliar se as
caracteristicas fisico-quimicas de uma determinada substancia, com efeito farmacolégico,
favorecem sua administracdo por via oral (LIPINSKI, 2001).

As moléculas analisadas estdo em acordo com o0s principios farmacocinéticos
discutidos, destacando o Zingerone como a molécula menos lipossoluvel, em razdo do menor
LogP (1,79) e o 10-Gingerol com a lipofilicidade, de LogP (4,62) mais evidente. No que
concerne doadores e aceptores de ligacdes de hidrogénio, todas as moléculas demonstraram-
se favoraveis ao estarem dentro das especificacBes, pois, quanto maior 0 nimero de
aceptores e doadores maior € a quantidade de sitios capazes de interagir com proteinas-alvo
e residuos de aminodcidos e influenciar a solubilidade da substancia (DOLABELA et al.,
2018). De um modo geral, as demais estruturas analisadas sdo promissoras para uso por via
oral, uma vez que estdo de acordo com as regras de Lipinski.

Dentre os parametros farmacocinéticos expressados (Tabela 2), a permeabilidade na
barreira hematoencefélica (BHE, ou em inglés BBB — Blood Brain Barrier) demonstra uma
interacdo entre substancias com essa barreira, facilitando o desenvolvimento de estratégias
de chegada de medicamentos ao cérebro. De acordo com Lee e Leong (2020), esta
capacidade de atravessar a barreira pode ser classificada em >2,0 quando atravessa
livremente, entre 0,1 e 2,0, quando atravessa moderadamente e <0,1 quando atravessa pouco

Ou nAo atravessa.
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Tabela 2. Dados Farmacocinéticos e Fisico-Quimicos dos compostos secundarios do Zingiber
officinale, segundo o PreADMET.

METODO BBB Caco2 HIA PPB PGP
MOLECULAS

[6]-Dehydrogingerdione 1,361 23,983 92,461 98,311 SIM
[6]-Gingerol 1,474 24517 91,964 100 NAO
[6]-Paradol 4,222 51,997 95,084 100 SIM
[6]-Shogaol 4,259 51,858 95,181 100 SIM
[10]-Gingerol 4,957 39,667 92,963 100 SIM
Citral A (Geranial) 2,008 13,967 100 100 SIM
Citral B (Neral) 2,008 13,967 100 100 SIM
Curcumin 0,091 20,073 94,403 88,03 SIM
Dihydrogingerenone A 0,807 16,172 82,94 100 SIM
Gingerenone D 0,567 16,176 84,137 100 SIM
Zerumbone 5,007 55,356 100 100 SIM
Zingerone 0,587 29,045 94,251 79,004 NAO

Legenda: BBB (Blood Brain Barrier): Barreira Hematoencefalica; Caco2: Células Epiteliais/barreira cutanea;
HIA: Absorcdo Intestinal; PPB (Plasma Protein Binding): Ligagdo as proteinas plasméticas; PGP: Inibi¢do da
Glicoproteina P.

As células Caco-2 (originadas de adenocarcinoma do intestino grosso humano) séo
utilizadas para determinar a permeabilidade e o potencial de absorc¢éo intestinal de diferentes
farmacos, servindo de embasamento para melhorar a biodisponibilidade de medicamentos.
Podem ser classificadas em >70 nm/sec, para alta permeabilidade, 4 a 70 nm/sec, para
permeabilidade moderada e >4 nm/sec, para permeabilidade baixa (CAIXETA, 2020).

O parametro de absorcéo intestinal humana (HIA, Human Intestinal Absorption) é
dado em porcentagem, sendo um dos indicadores importantes para medir a
biodisponibilidade oral de medicamentos, podendo ser classificado em: baixo (0 a 20%),
moderado (20 a 70%) e alto (>70%) (CHENGTAO et al., 2023).

O grau de distribuicdo de um farmaco nos tecidos depende do grau de ligacdo as
proteinas plasmaticas sendo que, potencialmente, quanto maior o nimero de moléculas
ligadas as proteinas plasmaticas, menos droga livre distribuida sera observada. Assim, a
ligacdo as proteinas plasméticas (PPB - Plasma Protein Binding) é considerada elevada
quando superior a 75%, sendo que este € um parametro influente para avaliar a
disponibilidade e eficacia dos farmacos no organismo (SEYFINEJAD; OZKAN;
JOUYBAN, 2021). Por fim, a Glicoproteina P desempenha papel na supressdo de farmacos,
estando relacionada com o efluxo dessas substancias ap6s absorgdo e favorecendo a
diminuicdo da biodisponibilidade dos compostos medicamentosos (SILVA, 2022).

Assim como na absorc¢éo, a lipossolubilidade influencia na capacidade de atravessar
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a barreira hematoencefalica, absorcdo intestinal, bem como a afinidade com as proteinas

plasmaticas (MONTANHA & AZEVEDO, 2013). Nesse sentido, devido a essa natureza das

estruturas, as moléculas alcacaram o padréao esperado de avaliagdo, com destaque maior para

0s compostos 6-Paradol, 6-Gingerol e 10-Gingerol que apresentaram igualmente alta
permeabilidade em todos os pardmetros, bem como, a inibi¢do da Glicoproteina P.

Ao que tange a BHE, essa capacidade da acesso direto ao cérebro, efeito terapéutico
mais acentuado sendo possivel a adocdo de dosagens mais baixas da substancia, em
contrapartida, também pode provocar efeitos toxicos ndo apenas no cérebro, ja que nao é
filtrada pela BHE, mas também em outros 6rgaos e sistemas (REIS, 2022). O mesmo vale
para 0s demais parametros, uma vez que serda bem absorvido pelo intestino, apresentara
niveis estaveis no plasma sanguineo em decorréncia da alta afinidade com PPB e, inibir a
Glicoproteina P permitindo prolongar a biodisponibilidade dessas substancias no organismo
(MOTTA; PINTO; ARAUJO, 2023).

A inibicdo do citocromo P450 pode tornar a substancia afetada mais toxica em
decorréncia das concentracdes plasmaticas do farmaco ou reduzir sua acdo, conforme
exposto pela tabela 3, principalmente em se tratando de pro-farmacos, sendo eles, compostos
inativos que, quando ativados pelo citocromo, passsam a exercer seus efeitos terapéuticos
(SOUSA; COSTA JUNIOR; SILVA, 2021).

Tabela 3. Dados de Citocromos que sdo responsaveis pelo metabolismo dos compostos

secundarios do Zingiber officinale, segundo o PreADMET.

CYP3A4  CYP3A4 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP2D6
METODO metabolizacdo inibicdo inibicdo  inibicAo metabolizacéo Inibicéo
MOLECULAS
[6]-Dehydrogingerdione -
[6]-Gingerol -
[6]-Paradol -
[6]-Shogaol -
[10]-Gingerol -
Citral A (Geranial) +
Citral B (Neral) +
Curcumin -
Dihydrogingerenone A -
Gingerenone D -
Zerumbone + -
Zingerone - +
Legenda: [+] Inibidor/Metabolizado; [-] Ndo Inibidor/Ndo Metabolizado.

+ + + 4+ + +

+ + +
+ 4+ + o+ o+ o+
1
1

+ 4+ 4+ + + 4+ + + + + + +

+ - +

O citocromo P450 3A4 (CYP3A4), conforme exposto por Saravanakumar et al.

(2019), representa 82% de enzimas P450 no intestino delgado e 40% no figado humano,
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caracterizando-se como principal enzima destinada ao metabolismo oxidativo da maioria

dos farmacos, com cerca de 40% dos 200 farmacos mais prescritos nos Estados Unidos

(EUA) e 64% dos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) entre
2005 e 2016.

Além dos farmacos comercializados, diversos compostos naturais podem atuar como
inibidores do CYP3A4, sendo isto relevante para um grande numero de interacdes
medicamentosas, haja vista que este isotipo de citocromo possui uma variedade de
substratos, e pode desencadear eventos clinicos quando sdo associados a outros
medicamentos ou alimentos, como café, chas em geral, suco de frutas e bebidas alcodlicas
(ZHOU, 2008; DENISOV et al., 2019).

De acordo com a tabela 3 verificou-se que a maioria dos compostos Ssdo
metabolizados pelo CYP3A4 e ndo pelo CYP2D6, sendo que também todos os compostos
secundarios ndo inibem o CYP2D6 (exceto o zingerone), contudo inibem o CYP3A4
(exceto o citral B e 0 zerumbone), o0 CYP2C19 e o CYP2C9, resultando em uma alta
probabilidade de interacGes medicamentosas alterando a eficacia e seguranca da terapia
medicamentosa ao aumentar os niveis plasmaticos de uma substancia em detrimento de outra
(BRAZ et al., 2018).

A avaliacdo de inibicdo do gene hERG, disposta na tabela 4, é capaz de prever 0s
potenciais efeitos colaterais dos compostos no coracdo, pois esse gene é responsavel por
codificar a subunidade alfa do canal de potassio no midcito cardiaca, entdo quando um
farmaco o inibe resulta no blogueio desse canal tornando a repolarizacdo do potencial de
acdo mais lenta (MIRANDA; SALAZAR; COELHO, 2022).
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Tabela 4. Dados Toxicologicos dos compostos secundarios do Zingiber officinale, de acordo
com o PreADMET.

METODO Carcino Mouse Carcino Rat Inibicdo do hERG
MOLECULAS
[6]-Dehydrogingerdione - + *k
[6]-Gingerol - - *
[6]-Paradol + *
[6]-Shogaol + + *ok
[10]-Gingerol - - *
Citral A (Geranial) + + *
Citral B (Neral) + + *
Curcumin - + *k
Dihydrogingerenone A - + *k
Gingerenone D - + -
Zerumbone + + *
Zingerone - + *

Legenda: [-] Negativo; [+] Positivo; [*] Risco Baixo; [**] Risco Médio; [***] Risco Alto.

Como disposto na tabela, as moléculas como 6-Paradol, 6-Shogaol, Geranial, Neral
e Zerumbone possuem um potencial de carcinogenicidade em camundongos, sendo que a
maioria dos compostos secundarios expressaram carcinogenicidade em ratos, exceto o 6-
gingerol e 10- gingerol. Também verifica-se que os compostos 6- Gingerol, 6- Paradol, 10-
Gingerol, Geranial, Neral, Zerumbone e Zingerone apresentaram menor inibi¢édo do hERG,
0 que os caracteriza com baixo potencial arritmogénico, pois a inibicdo do hERG gera uma
repolarizacdo lenta podendo ocasionar arritmias ou insuficiéncia cardiaca (JING et al.,
2015).

O teste de Ames, como apresentado na tabela 5, é essencial para detectar mutagdes
no material genético indicado por cepas de Salmonella typhimurium sendo necessaria a
ativagdo para se tornarem mutagénicas, podendo ser representada pela presenga ou auséncia
da fracdo S9 (+S9, -S9) que determina mutagenicidade ou ndo para 0s metabdlitos dos
compostos, pois a fracdo S9 simula o metabolismo hepético que ocorreria no corpo humano

apos a metabolizacdo da substancia (ISIKA et al., 2022).
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Tabela 5. Resultados do Teste de AMES in silico dos compostos secundarios do Zingiber
officinale, segundo o PreADMET

METODO TA1535 (+S9) TA1535 (-S9)  TAL00 (+S9) TA100 (-S9)
MOLECULAS
[6]-Dehydrogingerdione - - - -
[6]-Gingerol - - - -
[6]-Paradol - - - -
[6]-Shogaol - - -
[10]-Gingerol - - - -
Citral A (Geranial)
Citral B (Neral)
Curcumin - - - -
Dihydrogingerenone A - - - -
Gingerenone D - - - -
Zerumbone + - - +
Zingerone - + - -
Legenda: [-] Negativo; [+] Positivo.

Além disso, as cepas dos testes de Ames podem detectar mutagenos que causam
substituicdo de pares de bases no DNA, através de uma mutacao no gene hisss , atraves das
cepas TA100 e TA 1535. Podem ser utilizadas, também, para detectar mutagdes frameshift,
nais quais ocorre a adicdo ou remocdo de bases de DNA alterando a leitura do gene
(MOURAO, 2022; BRINGEZU & SIMON, 2022).

Nesse aspecto avaliativo, de acordo com a tabela 4, as moléculas Zerumbone,
Geranial e Neral apresentaram potencial mutagénico para cepa TA100 e seus metabdlitos
mutagénicos para a cepa TA1535. Também, nenhum composto secundario demonstrou
mutageniciade para cepa TA 1535, exceto o Zingerone, sendo que ainda nenhum dos
metabdlitos dos compostos secundarios ndo se demonstraram mutagénicos para a cepa

necessita de altos valores do composto para produzir efeitos toxicos (VASSELEK,
2020).

A Dose Letal 50% (DLso), presente na tabela 6, significa a dose da substancia em
teste necessaria para matar 50% dos animais analisados, sendo expressada em mg/Kg,
quando administrada por via oral, dérmica ou inalada (BANERJEE et al., 2018). Uma DLsg
baixa indica alta toxicidade, pois significa que baixas doses sdo necessarias para desencadear
sintomas tdxicos ou letalidade. Por outro lado, uma DLsg favoravel, de baixa toxicidade, é
aquela que € necessario altas doses para um composto produzir efeitos toxicos (VASSELEK,
2020).
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Tabela 6. Dados Toxicoldgicos gerais dos metabdlitos secundarios do do Zingiber officinale,

de acordo com o Protox Il1.

METODO DL50 Carcinogenicidade Imunotoxicidade Mutagenicidade Citotoxicidade

(mg/Kg) (%) (%) (%) (%)
MOLECULAS

I[Deghydrogingerdione 7900 69 98 58 88
[6]-Gingerol 250 76 95* 65 88
[6]-Paradol 2580 75 62* 53* 80
[6]-Shogaol 687 74 86* 67* 75
[10]-Gingerol 250 76 97* 65 88
Citral A (Geranial) 500 88 99 98 82
Citral B (Neral) 500 88 99 98 82
Curcumin 2000 84 92* 88 88
Dihydrogingerenone A 2580 69 60 68 84
Gingerenone D 2000 69 56* 69 79
Zerumbone 4590 73 99 91 92
Zingerone 2580 73 90 89 89

Legenda: [*] Ativo; DLso: Dose Letal para 50% de uma populacéo teste em mg/Kg.

O ensaio de toxicidade geral evidenciou que o 6-Dehydrogingerdione, o 6-Paradol,
0 Zingerone e o 6-Dihydrogingerenone apresentaram-se como 0S COMpOStos mais seguros
quando avaliados a DLsp, que foi elevada nesses compostos, conferindo uma boa margem
de seguranca, principalmente para o 6-Dihydrogingerenone, contudo todos 0s compostos
secundarios apresentaram valores elevados de DL so.

Em relacdo ao potencial imunotéxico observou-se que o 6-Dehydrogingerdione, o
10- Gingerol, o 6-Gingerol, Curcumim e o 6-Paradol foram o0s que apresentaram
probabilidade alta de provocarem este tipo de toxicidade, sendo que a maioria destes
apresentou probabilidade maior que 90%, exceto o 6- Paradol, que foi de 62%.

Com potencial mutagéncico, foi evidenciado apenas o0 6-paradol e o 6-Shogaol que
apresentaram uma probabilidade ativa de causar esta toxicidade, contudo nehum composto
secundario apresentou potencial para citotoxicidade.

A analise in silico de substancias com alta letalidade (baixa DLsg), alta
imunotoxicidade, bem como, moderadas carcinogenicidade e mutgenicidade possuem
implicac@es clinicas complexas, a exemplo disso, Pizzatti et al. (2020) ressaltam a ligacdo
entre a exposicdo de pesticidas de caracteristicas toxicas nos receptores de estrogénio com
0 desenvolvimento de doengas como o cancer.

Ao avaliar propriedades hepatotdxicas e neurotoxicas das moléculas na tabela 7,
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constatou-se que todos 0s compostos analisados ndo tem probabilidade ativa de causar este
tipo de toxicidade, o que é encorajador do ponto de vista das segurancas hepética e
neuroldgicas (LIMA, 2024). No que se refere as moléculas 6-Gingerol e 10-Gingerol
constatou-se atividade tanto para propriedades tdxicas nos sistemas nefroldgico e
respiratdrio, sugerindo um potencial para lesdes nas vias renal e respiratdria. Nesse mesmo
sentido, as moléculas Curcumin, Dihydrogingerenone A e Gingerenone D apresentaram
atividade para nefro e cardiotoxicidade, enquanto que a molécula 6-Dihydrogingerdione
apresentou apenas nefrotoxicidade. Com boas margens de seguranga para essa analise, as
moléculas 6-Paradol, 6-Shogaol, Geranial, Zerumbone e Zingerone ndo apresentaram

atividade toxica para nenhum dos classificantes.

Tabela 7. Dados Toxicologicos em Orgaos e sistemas dos metabdlitos secundarios do Zingiber

officinale, de acordo com o Protox IlI.

- Hepatotoxicidade Neurotoxicidade Nefrotoxicidade Toxi_cida}dge Cardiotoxicidade
METODO b (%) (%) (%) Resp(loﬁ)torla (%)
MOLECULAS

61-
I[Dghydrogingerdione 73 77 52* 65 3
[6]-Gingerol 83 83 55* 56* 67
[6]-Paradol 71 67 57 94 71
[6]-Shogaol 72 66 58 91 75
[10]-Gingerol 83 83 55* 56* 67
Citral A (Geranial) 69 60 83 86 80
Citral B (Neral) 69 60 83 86 80
Curcumin 61 81 59* 77 55*
Dihydrogingerenone 74 81 60% 64 74%
Gingerenone D 70 80 58* 65 60*
Zerumbone 69 54 90 76 89
Zingerone 51 64 56 92 83

Legenda: [*] Ativo.

As consequéncias da toxicidade de substancias de uso por via oral estimula a
ocorréncia de implicacdes clinicas, em especial a nefrotoxicidade pode implicar em lesdes
renais agudas (LRA’s) provocando faléncia renal, Pinto et al. (2009) avaliaram casos onde da
taxa de mortalidade por LRA, 44,7% foi provocada pela nefrotoxicidade de farmacos. Além
disso, a toxicidade do sistema respiratorio pode levar a edemas pulmonares e insuficiéncias
respiratdrias, bem como agravar os quadros de asma, a exemplo disso, dentre os casos de

intoxicacdo por medicamentos entre 2011 e 2016 no Distrito Federal houve incidéncia de
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17,71% acometendo principalmente as vias respiratorias, com 61% dos casos ocorrendo em

criancas menores de 5 anos, 0 que comprova a importancia do monitoramento no organismo
e prevencdo da acdo de substancias novas e ja existentes no mercado (CARVALHO, 2017).

Como disposto na tabela 8, foram identificados 9 alvos, sendo 2 deles relacionados

ao processo inflamatério (ALOX5 e PTGES), sendo a Prostaglandina E Sintase (PTGES) a

principal enzima que cataliza um processo de sintese (sintase) de Prostaglandina E Sintase

2 (PGE2), associada com processos fisiopatoldgicos relacionados com inflamacéo, febre,

dor, reparacdo tecidual e cancer (SMITH et al., 1998; GOES, 2020).

Tabela 8. Afinidade de ligacdo entre os compostos secundarios do do Zingiber officinale e os

Alvos Moleculares do Organismo Humano, segundo o Swiss Target Prediction.

ALVOS ALOX5 PTGS1 PTGES HTR1IA APP TLR9 GLI1 GLI2 MAO A
MOLECULAS
[6]-
Dehydrogingerdione 9,78% 9,78% 9,78% 100% 9,78% 9,78% - - 9,78%
[6]-Gingerol 22,96% - 10,60% 56,73% - - - - 9,78%
[6]-Paradol 63,30% - 10,05% 23,95% 10,05% 10,05% - - 10,05%
[6]-Shogaol 100% - - 57,56% - - - - -
[10]-Gingerol 0,14% - 0,09% 100% - - - - -
Citral A (Geranial) - - - - - - 5,35% 5,35% 4,39%
Citral B (Neral) - - - - - - 4,39% 4,39% 4,39%
Curcumin 21,72% 21,72% 100% - 100% 100% - - 100%
Dihydrogingerenone
19,83% - 10,93% 11,74% 10,93% 10,93% - - 10,93%

Gingerenone D 14,17% - - 12,55% - - - - -
Zerumbone 0,60% - - - - - 98,02% 98,02% -
Zingerone 12,32% - - 517% 3,12% - - - 9,26%

Legenda: ALOX5: Araquidonato-5-lipoxigenase; PTGS1 (ou COX-1): Ciclooxigenase; PTGES: Prostaglandina
E Sintase; HTR1A: Receptor 1A de serotonina (5-HT1A); APP: Proteina Beta Amyloid A4; TLR9: Receptor Toll-
like; GLIL: Proteinas Dedos de Zinco 1 ‘Zinc Finger Protein’; GLI2: Proteinas Dedos de Zinco 2 ‘Zinc Finger
Protein’; MAO A: Monoamina oxidase A; [-] N&o.

Em outra via de metabolizacdo do &cido aracddnico (AA), o grupo de enzimas
Lipoxigenase (LOX) promove ao AA a funcdo de produzir o &cido monoidroperoxido
eicosotetraenoico (HPETE), assim como o &cido hidroxi-eicosatetraenoico (HETE) de
funcdo quimiotatica, e leucotrienos (LTs) mediadores lipidicos com efeitos pré-
inflamatorios significativos (YUEQIN, 2006). Nesse sentido, semelhante ao que ocorre com
a COX, a enzima Araquidonato-5-lipoxigenase (5-LOX ou ALOX5) possui dupla funcdo
podendo reagir, tanto como desoxigenase, convertendo o AA em 5-HPETE, quanto como
oxidase, formando leucotrieno A4 (LTA4). Uma vez formado, passa a ser um substrato que

sera convertido em leucotrieno B4 (LTB4), e pode ser detectado no fluido de lavado
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broncoaveolar de individuos com asma apds serem estimulados com antigenos especificos
(SMITH & SONG, 2002; SHARMA & MOHAMMED, 2006; ETIENNE et al., 2021).

Estendendo-se para fora do quadro inflamatério, identificou-se como alvos para
alguns compostos secundarios o APP, TLR9 e MAOA, indicando potenciais beneficios na
regulacéo da resposta inflamatdria (PTGES), na modulacdo de proteinas associadas a doenca
de Alzheimer (APP), na resposta imune (TLR9) e na neurotransmissdao (MAOA). Foram
descritos também alvos de importancia e fungdo mais complexa, como: HTR1A (Receptor
1A de serotonina), GLI1 e GLI2 (Dedos de Zinco 1 e 2 ‘Zinc Finger Protein’). O trabalho
de Armbuster et al. (2011) revela a influéncia do gene HTR1A em eventos estressantes na
resposta do cortisol em idosos, por sua vez, Piszczek et al. (2015) evidenciaram a modulacéo
da ansiedade pelos receptores de serotonina 1A no cértex. Em um trabalho mais recente, Liu
et al. (2022) abordaram o papel do HTR1A na inibi¢do da progressdo do cancer de mama
triplo-negativo, ofertando um contexto mais amplo associado a esse receptor. Barzegar e
Pirouzpanah (2023) exploraram a relevancia dos Zinc Finger Proteins e transportadores na
resisténcia a multidrogas, pertencentes a familia de Dedos de Zinco GLI, os receptores GLI1
e GLI2 desempenham papel crucial na regulacdo da via Hedgehog, envolvida em processos
de desenvolvimento celular, proliferacdo e diferenciacdo associada a condigdes patoldgicas
como o cancer (AMARSAIKHAN & ELSAWA, 2013).

Por tudo isso, no que diz respeito ao contexto da inflamacdo e seus meios
fisiopatologicos, os resultados demonstrados na tabela 8 sugerem significativamente a
capacidade das moléculas 6-Shogaol, 6-Paradol, 6-Gingerol e Curcumin de se ligarem aos
alvos especificos, com destaque para a molécula 6-Shogaol, que apresentou probabilidade
de ligacdo de 100% ao alvo ALOXS5, sugerindo uma acdo importante na regulacdo de
leucotrienos pré-inflamatdrios e modulagdo da via de Lipoxigenase. As moléculas 6-Paradol
e 6-Gingerol também demonstraram associa¢do com o alvo PTGES, embora o 6-Gingerol
apresente menor probabilidade entre as moléculas citadas. O Curcumin aponta para
multivariadas funcGes ao se ligar, ndo apenas em 21,72% com os alvos ALOX5, PTGS1 e
100% com o PTGES, influenciando diretamente na cascata de prostanoides e leucotrienos,
mas também demonstrou alta probabilidade ligacdo em 100% com os alvos APP, TLR9 e
MAOA.

Significativamente, a molécula Zerumbone apresentou uma notavel probabilidade de
98,02% de se ligar aos receptores GLI1 e GLI2 assume grande relevancia, bem como, as
moléculas 6-Dehydrogingerdione e 10-Gingerol demonstraram forte afinidade, com 100%
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de probabilidade de se ligarem ao receptor HTR1A, enquanto o 6-Shogaol, 6-Paradol e 6-
Gingerol apresentaram entre 20 e 60% de probabilidade de se ligar ao mesmo receptor. Tais
resultados oferecem uma base promissora para estudos e estratégias farmacoldgicas ao
destacar a variedade de potencial terapéutico dessas moléculas na intervencédo de diferentes
fisiopatologias.

O docking molecular, geralmente empregado para proteinas com receptores e
enzimas, permite visualizar a melhor posicao e orientacdo que um ligante pode ter através
da comparatividade com outra molécula, como evidenciado na Figura 2. Além disso, permite
prever a forca da afinidade de ligagdo entre duas moléculas, como demonstrado,
estatisticamente, na Figura 3. Essas caracteristicas sdo populares desde a década de 1980
como ferramenta para o desenvolvimento de novos farmacos (STANZIONE;
GIANGRECO; COLE, 2021).

Docking Molecular
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Figura 3. Comparacdo entre as energias livres de interacdo das estruturas. moleculares 6-
Gingerol, 6-Paradol, 6-Shogaol e Zileuton, com da cavidade da ALOX5, sendo a diferenca
significativa observada quando p < 0.05, através do teste One Way ANOVA, seguido do p0s-
teste de Tukey.

De acordo com a figura 2 observou-se que 0s compostos secundarios analizados
possuiram, no geral, mais ligagdes intermoleculares com o alvo (ALOX5) quando
comparado com o Zileuton. Contudo a maioria das ligagbes que estavam em maior
quantidade eram fracas, como por exemplo as forcas de van der Waals, que predominaram
na maioria das ancoragens com o0s compostos secundarios. Podemos observar que todos 0s
compostos apresentaram duas pontes de hidrogénio com o alvo, inclusive o Zileuton, sendo
este tipo de ligacdo mais forte e ao final do processo, contribuindo para definir a afinidade
com o alvo. Como observado pela figura 3, todos 0os compostos secundarios estudados
tiveram uma afinidade pelo alvo semelhante ao Zileuton, ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos analisados (OLIVEIRA & ARAUJO, 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, verificou-se que os compostos secundarios 6-shogaol e o 6-paradol
demonstraram-se mais promissores entre 0s compostos secundarios presentes no Zingiber
officinale Roscoe, pois apresentaram uma maior probalilidade de ligagdo ao alvo ALOXS5.

Os compostos secundarios 6-shogaol e o 6-paradol apresentaram, estatisticamente,
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ancoragem semelhante ao Zileuton, com propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
favoraveis para uso oral,

Embora possuindo potencial imunotoxico e potencial carcinogénico em camundongos,
evidenciou-se um perfil menos toxico dos compostos secundarios 6-shogaol e o 6-paradol,
quando comparado aos demais compostos secundarios, tornando-se, assim, potenciais
candidatos para estudos de novos anti-inflamatorios, em especial para tratamento de processos

inflamatorios envolvendo o aparelho respiratdrio, uso terapéutico do Zileuton.
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