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RESUMO

A epilepsia ¢ uma condi¢ao neurologica extremamente comum, afetando aproximadamente 50
milhdes de pessoas no mundo. Caracteriza-se por episodios recorrentes de crises epilépticas,
sendo responsavel por um acometimento significativo de morbidade e mortalidade. O
tratamento da epilepsia envolve principalmente o uso de farmacos antiepilépticos, que podem
ajudar a controlar as crises epilépticas e melhorar a qualidade de vida dos portadores desta
patologia. Entretanto, uma parcela importante desse publico ¢ refratiria aos tratamentos
existentes, sendo relevante a realizacao de estudos que identifiquem novos farmacos com agao
antiepiléptica que sejam seguros e eficazes. Neste sentido, o lipulo, uma planta da familia
Cannabacea, conhecido pelo seu uso na fabricagdo da cerveja, ¢ também utilizado como
fitoterapico para o tratamento de ansiedade e distarbios do sono. Além disso, em ensaios pré-
clinicos, ja foram demonstrados efeitos do lupulo sobre outras condi¢des patoldgicas que
acometem o sistema nervoso central, como Alzheimer e depressdo. Assim, os objetivos desse
trabalho foram obter um extrato de lupulo, caracterizar a fragdo de alfa acidos do extrato através
da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear, avaliar suas atividades antioxidantes in vitro, o
teor de compostos fendlicos totais e a afinidade de ligacdo dos mesmos com o receptor GABAA4.
Inicialmente, foi preparado o extrato de lupulo utilizando o solvente hexano, o qual foi
analisado através do equipamento de Ressonincia Magnética Nuclear. Foi possivel identificar
trés alfa 4cidos no extrato, a humulona, cohumulona e adhumulona. O extrato apresentou
atividade antioxidante expressiva nos métodos DPPH, de captura do cation radical ABTS",
fosfomolibdénio e do poder redutor, além de elevado teor dos compostos fenolicos totais. Na
analise in silico, através da ferramenta de docking molecular, foi possivel observar a ligacao
entre os alfa acidos identificados no extrato e o receptor GABAA. Destaca-se que a humulona
teve o melhor score de ancoragem entre os alfa 4cidos avaliados. Conclui-se que o extrato de
lapulo desenvolvido nesse estudo destaca-se por sua importante atividade antioxidante e
elevada concentragao de alfa acidos. Além disso, nossos resultados predizem que ha ligagao
dos alfa acidos ao receptor GABAA, o que sugere que o lupulo apresenta grande potencial para
ser utilizado no tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: Lupulo; Epilepsia; Estresse oxidativo; Docking; Bioinformatica.



ABSTRACT

Epilepsy is an extremely common neurological condition, affecting approximately 50
million people worldwide. It is characterized by recurrent episodes of epileptic seizures
and is responsible for significant morbidity and mortality. The treatment of epilepsy
mainly involves the use of antiepileptic drugs, which can help control epileptic seizures
and improve the quality of life of those suffering from the condition. However, a
significant proportion of this population is refractory to existing treatments, making it
important to carry out studies to identify new drugs with antiepileptic action that are
safe and effective. In this sense, hops, a plant from the Cannabacea family, known for
its use in brewing beer, is also used as a herbal medicine to treat anxiety and sleep
disorders. In addition, pre-clinical trials have already demonstrated the effects of hops
on other pathological conditions affecting the central nervous system, such as
Alzheimer's and depression. Therefore, the objectives of this work were to obtain an
extract of hops, characterize the alpha-acid fraction of the extract using the Nuclear
Magnetic Resonance technique, evaluate its antioxidant activities in vitro, the content
of total phenolic compounds and their binding affinity with the GABAA receptor.
Initially, the hop extract was prepared using the solvent hexane, which was analyzed
using Nuclear Magnetic Resonance equipment. It was possible to identify three alpha
acids in the extract, humulone, cohumulone and adhumulone. The extract showed
significant antioxidant activity in the DPPH, ABTS+ radical cation capture,
phosphomolybdenum and reducing power methods, as well as a high content of total
phenolic compounds. In the in silico analysis, using the molecular docking tool, it was
possible to observe the link between the alpha acids identified in the extract and the
GABAA receptor. It is noteworthy that humulone had the best docking score among the
alpha acids evaluated. We conclude that the hop extract developed in this study stands
out for its significant antioxidant activity and high concentration of alpha acids. In
addition, our results predict that alpha acids bind to the GABAA receptor, which
suggests that hops have great potential for use in the treatment of epilepsy.

Keywords: Hops, Epilepsy, Oxidative stress, Docking, Bioinformatics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cones de LUPUIO........ccoviiiiiiieiiiieeee e 18

Figura 2. Estrutura dos alfa 4cidos € SEUS 1SOMETOS. .....ccvveercureeeiiieniieerieeeeieeeevee e 21

Figura 3. Receptores GABA € as suas subunidades. ...........ccecevenininininiincienicncnnn. 24



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais constituintes em flores secas de [Gpulo. .........cccceeeviveevieecccieenieeiee e, 20



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A Alfa

AA% Atividade antioxidante

ABTS 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfonico
a.C Antes de Cristo

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASBC American Society of Brewing Chemists
AR Beta-amiloide

B Beta

BHT Butil-hidroxitolueno

Ca% Calcio

CBD Canabidiol

CONITEC Comissao Nacional de Incorporagdo de Tecnologias

cRNAs Acidos Ribonucleicos clonados

Cu?* Cobre oxidado

°C Graus Celsius

DA Doenga de Alzheimer

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Dra Doutora

Dr Doutor

& Simbolo usado para substituir a conjungdo aditiva "e"
EAG Equivalentes de acido Galico

EBC European Brewery Convention

EBHT Equivalentes de BHT et a/ Dolatin ef alii - e outros; e colaboradores
EMA Agéncia Europeia de Medicamentos

FDA Food and Drug Administration

Fe?* Ferro oxidado

Fe 3 Ferro reduzido

G Grama

GABA Acido gama-aminobutirico

HEK?293 Células de rim de embrido humano



pL Microlitro

M Concentragao molar
Mbar Unidade de pressao de fluidos (gases e liquidos) milibar
min Minuto
mg Miligrama
mL Mililitro
mM Milimolar
m/m Massa/Massa
No Numero
nm Nanometro
NMDA Glutamatérgicos tipo N-methyl-D-aspartato
OMS Organizacdo Mundial da Saude
pH Potencial Hidrogenidnico
PNPIC Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
ppm Partes por milhdo
Prof Professor
Profa Professora
RMN Ressondncia Magnética
SEC Sistema endocanabinodide
SNC Sistema Nervoso Central
SUS Sistema Unico de Satde
% Porcentagem
Gama
Delta
€ Epsilon
n Pi
0 Theta

p Rho



SUMARIO

CAPITULO Luuunrrnncrnninnssssnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssmsssssmssssssssssssssssssss 13
LTINTRODUGA . ....cucueeeecrerernesenisesessssssesesessssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 14
1.1 Problema....iiiiiiiniiiiiiiecineccineccsnnenssecsssecssssssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 14
1.2 HIAPOLESE..cceeuerersreresseresseresssercsssnsssssnssssssssssassssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssssasssssasssssnssssss 16
1.3 JUSHHICALIVA.cucreeiiiiieniinnneniecntectiseenieesnecsstsssesssessssesssnssssssssassssessssssssssssassssesssssssaans 16
1.4 ODjJELIVOS..cueiereeiessrrcssricssanicssanessssnssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssssssns 16
1.4.1  ODJEtiVO Geral...ccuucnneeineenseninensunnssnnnssenssnesssnsssnesssnssssssssnssssssssssssassssassssessassssassssasssnes 16
1.4.2  ODbjetivos eSPeCifiCOS...ccceruiireisenseecsenssensennsunsensaecsunsnesseessessesssecssssseessesssessasssessasssassns 17
2 REFERENCIAL TEORICO........cvereeersessssessessessessessessessesssssssessssessessessessessesssssessssassasss 17
2.1 Plantas medicinais: Historia 17
2.2 Lupulo.......ccueee. 20
2.3 Composiciao quimica do lipulo 21
2.4 Atuacio do lupulo no sistema nervoso central 24
2.5 Receptores GABACIZICOS....ccovuiirreressrercssnrcsssanisssansssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnsssses 24
2.6 Aplicabilidade terapéutica do lupulo e a¢io GABAErgica......cccvveererseecseecsenseecsaecsensnes 26
2.7 Epilepsia.................. 28
2.8 Tratamento da epilepsia 29
2.9 Aplicacao do lupulo no tratamento da epilepsia........ccceeveecrcueicscnnicssersssrercssanssssanesssanenes 30
2.10 A aplicacio da tecnologia computacional e sua relacio com a quimica medicinal...31
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccueemneunscnsssesssesmssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 33
CAPITULO 2uuconnrnnnirnnninnncssnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssassssssssssssssssasss 40
Artigo 1 - Analise do extrato de lupulo para potencial tratamento da epilepsia: estudo

computacional e atividade antioXIdANTE ......cooeeeveeerensseeireniseenseeessensseecsaessssesssessssessaesssaesses 41
CONCLUSAQ...ouuccrnisssesnsssssssssnssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssmssssmsssssssssssssssssssssssssnss 69
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccuueumenmscnssensssmsesssssssssesssssssssssssssssssssasssssssssess 70
APENDICES. ..o tuuernsermsensnsensssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 76
Apéndice A - Espectro de RMN-13C do extrato 76
Apéndice B - Expansio (154-218 ppm) de RMN-13C do extrato 76
Apéndice C - Expansio (102-248 ppm) do espectro de RMN-13C da amostra.................. 77

Apéndice D - Expansao (5-80 ppm)do espectro de RMN-13C da amostra.........ccceeereennes 77



CAPITULO 1



14

1 INTRODUCAO

1.1 Problema

A epilepsia € uma desordem neuroldgica de ampla distribui¢do no mundo que afeta
diversos grupos etarios. A frequéncia dos episodios de crises aumenta com o envelhecimento,
comprometendo substancialmente a qualidade de vida dos pacientes (Beghi, 2019). Essa
patologia caracteriza-se por crises epilépticas recorrentes espontaneas, que podem ser definidas
como manifestagdes clinicas resultantes de descargas neuronais anormais, produzindo uma
superexcitagdo dos neuronios. Um dos fatores que promovem sua origem € o desequilibrio entre
0s mecanismos de neurotransmissao inibitérios e excitatorios (Borges et al., 2017).

O neurotransmissor inibitério mais importante no Sistema Nervoso Central (SNC) é o
acido y-aminobutirico (GABA), que se liga aos receptores ionotropicos GABAa e aos
receptores metabotropicos GABAg pds-sinapticos. Esta via de neurotransmissdo inibitéria €
altamente relevante para evitar as crises desencadeadas no quadro de epilepsia. Assim, 0s
avangos nas pesquisas sobre a compreensao do papel dos receptores GABA na epilepsia e seus
mecanismos de regulagdo sdo extremamente pertinentes nas pesquisas de alvos farmacologicos
(Perucca; White; Bialer, 2023).

Outro fator que contribui para o inicio e progressao da epilepsia sdo os elevados niveis
de radicais livres associados a particular sensibilidade do SNC ao dano oxidativo. A
participagdo do estresse oxidativo na patogénese da epilepsia tem sido evidenciada tanto em
pacientes com epilepsia, quanto em modelos experimentais de epilepsia e convulsio (Aguiar et
al.,2013).

Atualmente, o tratamento da epilepsia, ocorre, principalmente, pelo uso de
medicamentos antiepilépticos. No inicio do século 20, a descoberta do fenobarbital tornou-se o
marco na histéria moderna do tratamento farmacolédgico da epilepsia, o qual, juntamente com
a fenitoina e seus derivados, foram expressamente empregados na primeira metade do século
passado (Santulli ef al., 2016).

Outro grande avango na neuropsicofarmacologia foi a inclusdo dos benzodiazepinicos
na década de 1960, os quais permanecem amplamente prescritos no tratamento da epilepsia.
Porém, o fato de serem sedativos e produzirem dependéncia fisica, levando a sintomas de
abstinéncia significativos na interrupc¢ao do tratamento, tem motivado o desenvolvimento de

novos farmacos (Nestler; Hyman; Malenka, 2009).
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Ao final do século XX, com a descoberta do sistema endocanabinoide, a Cannabis,
antes classificada como altamente perigosa e dotada de efeitos nocivos excedentes aos eventuais
beneficios terapéuticos, experenciou uma reviravolta sobre sua aplicabilidade. O canabidiol
presente na planta t€ém sido analisado e empregado no tratamento de varias doengas (Romano
e Hazekamp, 2013). Atualmente, ¢ recomendado como terapia complementar em pacientes com
epilepsia grave refrataria aos tratamentos existentes (Radwan et al., 2015; Gobira et al., 2015).

Nesse contexto, nas ultimas décadas do Século XX, o uso de plantas medicinais foi
reconhecido como recurso terapéutico valido, iniciando-se as discussdoes sobre a sua
incorporagao nos sistemas de satde publica (Gasparin, ef al., 2022). Dentre a diversidade de
plantas medicinais utilizadas com finalidades terapéuticas, o lupulo (espécie Humulus lupulus
L.), da familia Cannabaceae, tem uma longa histéria como planta medicinal aplicada para
varios fins (Durello; Silva; Junior, 2019).

O género Humulus ¢ composto por trés espécies, H. lupulus, H. japonicus e H.
yunnanensis. Destas, apenas o H. lupulus e o H. japonicus sdo cultivadas em larga escala com
finalidade comercial (Wannenmacher; Gastl; Becker, 2018). Cerca de 97% da producdo do
lipulo mundial ¢ utilizada na indstria cervejeira, pois a natureza e reatividade dos compostos
do lapulo contribui para o sabor amargo caracteristico da cerveja, bem como para a estabilidade
coloidal da espuma. Além disso, atua como antioxidante e antimicrobiano, protegendo a cerveja
de processos oxidativos e de contaminacdes microbiologicas (Taniguchi, 2015).

Além do uso na produgdo de cerveja, o lupulo ¢ empregado, desde a Roma antiga,
como erva medicinal para diversas patologias, inclusive para acalmar, hipnotizar e reduzir a
ocorréncia de crises epilépticas (Blumenthal, 1998). As propriedades sedativas do ltipulo foram
descobertas quando se observou que os trabalhadores experienciavam sonoléncia durante a sua
colheita, aparentemente devido a transferéncia de resina de lapulo de suas maos para a boca
(Tyler, 1987).

Atualmente, o lupulo ¢ indicado como recurso terapéutico em condigdes clinicas como
ansiedade e insonia (Kyrou ef al., 2017). Nos ultimos anos, foram realizadas investigagdes
farmacoldgicas in vitro e in vivo na tentativa de produzir evidéncias cientificas dos usos
tradicionais relatados do lapulo no SNC. Os estudos pré-clinicos relacionados as vias de agao
do lupulo apontam para sua caracteristica antioxidante, demonstrando papel significativo na
redugdo da formagdo de radicais livres (Zanoli e Zavatti, 2008). Além disso, estudos indicam
que os alfa acidos, compostos presentes no lupulo, apresentam atividade sobre a via inibitoria

GABA¢érgica (Benkherouf et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874108000391#bib7
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1.2 Hipotese

Assim, a hipotese do nosso trabalho ¢ que o extrato de lupulo apresenta atividade

antioxidante in vitro e que os alfa acidos presentes no extrato se ligam ao receptor GABAA.

1.3 Justificativa

A epilepsia, por se tratar de uma doenca multifatorial complexa, envolve diversos
alvos terapéuticos em busca do desenvolvimento de medicamentos antiepilépticos. Mesmo em
paises desenvolvidos, onde seu tratamento ¢ acessivel, cerca de 30 a 40% dos pacientes nao
respondem a terapéutica, tornando-se refratarios ao tratamento. Podem também necessitar da
associacdo de varias medicagdes e, ainda assim, apresentarem resposta insatisfatoria ao
tratamento (Borges, 20017).

Outro impacto negativo dos medicamentos antiepilépticos ¢ o fato de ndo alterarem o
prognostico a longo prazo, e apresentarem efeitos colaterais indesejaveis, além de impactar nas
comorbidades (Pereira et al., 2024). Recentemente, houve um aumento significativo no
desenvolvimento de tratamentos direcionados a transmissdo GABAérgica, como moduladores
alostéricos seletivos de subunidades, demonstrando um interesse continuo e diversificado em
direcionar o sistema GABA para tratar a epilepsia (Perucca; White; Bialer, 2023).

Nesse contexto, acredita-se que o lipulo e/ou seus constituintes possam auxiliar no
tratamento da epilepsia, uma vez que as inflorescéncias da planta Humulus lupulus apresentam
substancias quimicas de interesse, como os alfa dcidos, em especial as humulonas, por atuarem
no sistema GABAérgico e estarem envolvidas em diversos efeitos no SNC, incluindo efeito
sedativo (Benkherouf et al., 2020).

Além disso, essas substancias apresentam importante atividade antioxidante, podendo
reduzir o estresse oxidativo (Zanoli e Zavatti, 2008). Na epilepsia, estudos sugerem que o
estresse oxidativo pode ter uma importante participagdo na etiologia da crise epiléptica e
facilitar sua progressdo, além de favorecer o aparecimento de crises epilépticas recorrentes

(Freitas, 2009).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral
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Investigar o potencial antioxidante e realizar andlise computacional do extrato de

lupulo.

1.4.2 Objetivos Especificos

° Realizar a extragao a frio do lupulo, utilizando o solvente hexano para a obtengao

do extrato;

° Avaliar as atividades antioxidantes in vitro do extrato de lipulo por meio dos
ensaios:

o Método sequestro de radicais livres DPPH;

o) M¢étodo do radical cationico ABTS;

o Teor de compostos fendlicos totais;

o Método do Complexo Fosfomolibdénio;

o) Método do Poder Redutor.

° Empregar a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para a

caracterizacdo detalhada dos alfa dcidos presentes no extrato de lupulo.

° Avaliar a afinidade de ligagdo entre os alfa acidos isolados no extrato de lupulo

e o receptor GABAA, através de ferramenta de docking molecular.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais: Historia

O uso terapéutico das plantas medicinais na satide humana constitui-se como pratica
milenar, historicamente construida na sabedoria do senso comum que articula cultura e satde,
uma vez que esses aspectos ndo ocorrem de maneira isolada, mas inseridos num contexto
histérico determinado. Segundo Cunha (2005), Garcia e colaboradores (1995) e Pelt (2004)
registros cuneiformes sumérios e babilonicos, escritos por ordem do Rei Assurbanipal,
descrevem detalhadamente os usos e aplicacdes de espécies vegetais ou produtos derivados

como o opio (Papaver somniferum L.), galbano (Ferula galbaniflua Boiss & Buhse), assafetida
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(Ferula assafoetida L.), meimendro (Hyoscyamus niger L.) e mandragora (Mandragora
officinalis L.).

Ha 5.000 anos a.C, os chineses elaboraram listas contendo nomes e aplicagdes de
drogas vegetais para o tratamento de diversas doengas. No ano 2735 a.C, o Imperador Shen
Nung compilou o Pent’sao Kang, descrevendo 600 espécies vegetais. Na India, a civilizagdo
Harappan (vale do Indo, 2.700 a 1.700 a.C) langou as bases para a Ayurveda, um dos sistemas
de medicina mais antigos ainda em uso, baseado extensivamente no emprego de vegetais para
o tratamento de doencas humanas e animais (Rocha et al., 2015). No contexto indiano, o
Vrikshayurveda, escrito no inicio da era crista, destaca-se como uma das listagens de espécies
medicinais mais importantes dos povos da India (Pires, 1984).

No Antigo Egito, era comum o uso de espécies vegetais em rituais e com finalidade
terapéutica, sendo frequente o consumo de vinho com adi¢ao de ervas medicinais. Seu uso em
rituais foi constatado nos achados arqueolégicos, incluindo a presenca de bulbos de alho (Al/lium
sativum L.) entre as oferendas mortuarias encontradas na tumba de Tut-Ankh-Amon (Metwaly
etal.,2021).

Parte de seu conhecimento médico das espécies vegetais esta registrada nos papiros
denominados “Edwin Smith”, “Kahun” e “Ebers”. O papiro de Ebers (1550 a.C) inicia com a
afirmacao “aqui comeca o livro relativo a preparagao dos remédios para todas as partes do corpo
humano”. O documento ¢ considerado como o primeiro tratado egipcio sobre o uso de plantas
medicinais, descrevendo as aplicacdes médicas do opio (P. somniferum L.), maconha (Cannabis
sativa L.), mirra (Commiphora myrrha (T. Nees) Engl.), incenso (Boswellia serrata Roxb. ex
Colebr.), sena (Sena alexandrina Mill.), hena (Lawsonia inermis L.) e babosa (Aloe vera (L.)
Burm. f) (Cunha, 2005).

A Grécia antiga (1.100-146 a.C) cabe os méritos da formalizagdo de conceitos médicos
importantes e da incorporacdo de recursos terapéuticos persas. Dentre os gregos, cuja
contribuicao ao uso de espécies vegetais bioativas € relevante, estdo Hipdcrates (460-370 a.C),
Teophrastus (371-287 a.C) Galeno (129-199 a.C) e Dioscorides (40-90 d.C). Hipdcrates
utilizava cerca de 400 diferentes drogas, das quais 91% de origem vegetal. Galeno legou ao
mundo férmulas farmacéuticas precursoras, muitas ainda usadas na atualidade (Pires, 1984;
Cunha, 2005).

A importancia das plantas na medicina medieval também fica explicita quando
consideramos a Matéria Médica da comunidade judia do Cairo (séculos XI — XIV). Em tais
listas, constam 168 espécies vegetais, o que corresponde a 81,6% das drogas recomendadas.

Em contraste, as drogas de origem inorganica perfazem 10,6% do total, enquanto as de origem
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animal apenas 7,8%. Esses percentuais de utilizagdo refletem o uso ancestral da flora pelas
comunidades judias, registrado no Talmud, no qual setenta das quatrocentas espécies vegetais
citadas tem aplicagdes medicinais (Lev, 2007).

Ja na idade moderna, por volta do Século XV, os mosteiros e conventos da Europa
Medieval ja haviam centralizado os conhecimentos médicos, com destaque para a Ordem
Beneditina que, regidos pela Regula Benedicti, passaram a contar com enfermarias, boticas e
jardins botanicos (Medeiros, 2009).

Ao longo do Século XVI, os monges através da experimentacdo e observagdo dos
resultados de novos tratamentos, incluindo os herbais, ampliaram o conhecimento greco-latino
contido nos trabalhos de Theophrastus, Plinio, Dioscorides e Galeno, acrescentando-lhes
ilustragdes e novas informagdes (Buenz, 2004; Pires, 1984). A esta altura, os beneditinos
passaram a encarar as plantas medicinais como fontes curativas por suas propriedades
medicinais intrinsecas, desfazendo desse modo a aura mistica a elas atribuida (Cunha, 2005).

Teophrastus, em sua “Histdria das Plantas™, descreve cerca de 500 drogas de origem
vegetal, detalhando espécies, suas propriedades terapéuticas e toxicidade (Cunha, 2005).
Dioscorides, em seu “De Matéria Médica”, faz a descri¢ao de cerca de 600 plantas medicinais.
Por sua importancia e influéncia marcante até o Século XVIII, foi reconhecido como fundador
da Farmacognosia (Riddle, 1985).

No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais bioativas € anterior ao Periodo Colonial,
integrando as praticas tradicionais das diversas nagdes indigenas. Ha registros do consumo de
produtos de origem vegetal para alimentagdo, tratamento de doengas e finalidades cosméticas
pelos povos indigenas. Posteriormente, Gabriel Soares de Souza, em seu “Tratado Descritivo
do Brasil” de 1587, denomina os produtos empregados na medicina indigena como “arvores e
ervas da virtude” (Walker, 2013).

Tais espécies medicinais tiveram um marco importante em seus registros apos a
chegada dos jesuitas ao pais. Durante o Século XIX, a participagdo de ordens religiosas no
apontamento e uso terapéutico de recursos da flora nacional era exercida, principalmente, pelos
monges da Ordem de Sao Bento. Nos mosteiros e abadias beneditinos, as boticas e enfermarias
passaram a exercer um papel significativo no tratamento das comunidades situadas em seus
entornos (Alencar, 2010; Medeiros, 2007).

Portanto, a partir da iniciativa da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), o Brasil,
através da Portaria do Ministério da Saude/ Gabinete do Ministro No. 971, de 3 de maio de

2006, instituiu a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), que
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estimulou a criacdo de hortos de espécies medicinais, bem como a implantacdo de seu uso no
Sistema Unico de Saude (SUS) (Gasparin ef al., 2022).

A PNPIC impde-se como uma estratégia inovadora, uma vez que se propde a promover
a saude da populacao através do uso terapéutico da flora. Assim, atua como um elemento de
resgate de valores culturais, de integragao entre setores nas agdes governamentais ¢ de incentivo
a formacao de um vinculo efetivo entre os profissionais de saide e as comunidades onde atuam,
contribuindo para o desenvolvimento local e a participagdo comunitaria (Antonio; Tesser;

Moretti-Pires, 2013).
2.2 Luapulo

O estudo de Duarte (2006) descreve cerca de 300.000 espécies de plantas medicinais
conhecidas, dentre elas existem espécies arboreas, aromaticas, condimentares, flores e algumas
plantas daninhas que se encaixam nas plantas alimenticias ndo convencionais. O lupulo (Figura
1) destaca-se dentre as espécies medicinais e a maior parte de sua producao mundial (75-80%)
¢ atribuida a paises como Alemanha (Hallertau) e Estados Unidos (Washington, Oregon e
Idaho), uma vez que nestes locais podem ser encontradas as condigdes 6timas para seu cultivo

(Durello; Silva; Junior, 2019).

Figura 1. Cones do Lupulo.

Fonte: Science of Beer, 2020.

Pode-se destacar como condigdes ideais para o cultivo de lapulo, solos argilosos ou
arenosos profundos e de facil drenagem, pois as raizes da planta podem atingir mais de 2 metros
de profundidade. Além disso, a alta exposicdo a luz durante o crescimento da planta ¢
importante, uma vez que necessitam de 15 a 18 horas de sol por dia, além de clima frio (Neve,
1991). Em funcdo destas exigéncias de clima e solo para cultivo, acreditava-se que nio era

possivel cultivar lupulo no Brasil. Entretanto, existem algumas iniciativas para a producao de
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lupulo em diferentes cidades das regides sul, sudeste, norte e nordeste do pais, que derrubaram
o mito da impossibilidade de se cultivar e produzir lipulo no Brasil (Aquino et al., 2022).

E importante destacar que fatores como a variedade do lapulo, o local e as técnicas de
cultivo, o grau de maturagcdo no momento da colheita, além de fatores pds-colheita, como
secagem, peletizagdo e armazenamento podem levar a variagdes na propor¢do de seus

constituintes (Astray et al., 2020).

2.3 Composiciao quimica do lipulo

A analise das caracteristicas quimicas do lipulo foi inicialmente desvendada por
Hayduck em 1888. Esta pesquisa descreveu, pela primeira vez, as resinas do lupulo, as quais
foram denominadas de fragcdes a, B e y. A nomenclatura para cada fracdo considerava a
solubilidade da respectiva fragdo em diferentes solventes, além de sua capacidade de formar
um precipitado na presenga de acetato de chumbo (Ross, 2009).

No decorrer dos anos, a nomenclatura das fragdes das resinas do Iupulo modificou-se
bastante e, em 1897, o termo resina-y tornou-se obsoleto. Desde entdo, essa fracdo tem sido
chamada apenas de resina dura. Em 1957, foi estabelecida uma proposta conjunta de
nomenclatura para as fragdes das resinas do lupulo entre a European Brewery Convention
(EBC) e a American Society of Brewing Chemists (ASBC). Tal recomendacao passou por uma
revisdo no ano de 1969, e, desde entdo, a nomenclatura definida permanece a mesma (Karabin,
2015).

Portanto, a resina total do lupulo pode ser desmembrada em resinas macias e duras. As
resinas macias sdo aquelas que apresentam solubilidade em hexano e constituem de 10-25%
das resinas totais, enquanto as resinas duras sdo aquelas que ndo se solubilizam em hexano e
constituem de 3-5% do peso total do lupulo. Suas propriedades quimicas e fisicas diferenciam-
se bastante. Nas resinas macias encontra-se os acidos amargos do lupulo, constituidos de uma
mistura de alfa acidos e beta 4cidos (humulonas e lupulonas, respectivamente), que podem
corresponder a 5-21% da massa total do lupulo em base seca. Os alfa acidos, por sua vez,
constituem de 1,5-13% da massa total das resinas macias, como demonstrado a seguir (Tabela

1), (Houghs et al., 1982).
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Tabela 1. Principais constituintes em flores secas de lupulo.

Constituinte

Quantidade % (m/m)

Resinas totais 15-30
Resinas duras totais: 3-5
Resinas macias totais: 10-20
Alfa acidos 5-13
Beta acidos 5-15
Oleos essenciais 0,5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifenois 4
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1
Ceras e esteroides Tragos-25
Cinzas 8
Agua 10
Celulose/lignina 43

Fonte: Stevens; Page, 2004; Guimaraes, 2021.

O teor de alfa acidos no lapulo € muito dependente do cultivo e, em média, representa
de 9-10% da massa do lupulo em base seca, embora j& existam no mercado lapulos com mais
de 20% de alfa acidos. Destaca-se a variedade alema denominada de ltupulo “Polaris”, que pode
apresentar teores de alfa 4cidos de 18-23% (Healey, 2016).

A fragdo dos alfa acidos é composta por uma mistura de cinco humulonas andlogas,
sendo os seus principais constituintes a humulona (35-70% do total de alfa acidos), a
cohumulona (20-55%), a adhumulona (10-15%), a prehumulona (1-10%) e a poshumulona (1-
3%) (Figura 2). A estrutura molecular beta-tricarbonil conjugada das humulonas € responséavel
pelas suas principais propriedades fisico-quimicas, apresentando atividade antioxidante de

sequestro do radical livie DPPH e de inibi¢ao da peroxidagao lipidica (Karabin ef al., 2016).
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Figura 2. Estrutura dos alfa 4cidos e seus isdmeros.

R J\ Humulona
. \T Cohumulona
™R

R
~ Pashumulon:

Fonte: Fischer, 2021.

Por definigdo, a resina dura ¢ a por¢ao da resina total que € soluvel em metanol e éter
dietilico, mas insoluvel tanto em hexano quanto em hidrocarbonetos parafinicos de baixo ponto
de ebulicdo. E geralmente aceito que as resinas duras surgem por oxidagdo das resinas macias,
isto ¢, a medida que o lupulo envelhece durante o armazenamento, a porcentagem de resina
macia cai, enquanto a da resina dura aumenta (Briggs ef al., 2004).

No entanto, existem pesquisas que mostram que existem resinas duras no lipulo
mesmo no estagio inicial de desenvolvimento. Portanto, ¢ necessario diferenciar entre a resina
dura nativa do lipulo e aquela que surge pela auto-oxidagdo da resina macia durante a secagem
e 0 armazenamento. Sendo assim, as informagdes relativas a caracterizacdo quimica das resinas
duras ainda carecem de mais estudo (Durello; Silva; Junior, 2019).

No inicio da década de 1960, Burton e Stevens propuseram a existéncia de duas fragoes
nas resinas duras e as denominaram de resina dura-o e resina dura-B. Separa¢des por
cromatografia de troca i0nica da resina dura-a revelaram a presenga de pequenas quantidades
de humulonas que ndo solubilizaram completamente no fracionamento com hexano no
momento da obtengao das resinas macias. Entretanto, nem toda a composi¢do da resina dura-a
¢ composta apenas de humulonas (Almaguer et al., 2014).

A resina dura-fB constitui a maior parte da resina dura total. O prenilflavonoide
xanthohumol (0,3-1,5%) ¢ o componente majoritario da resina dura-f. Além do xanthohumol
podem ainda ser encontradas na composi¢ao da resina dura-f§ outras 13 chalconas relacionadas:
desmetilxanthohumol, xantogalenol, 4’-O-metilxanthohumol, 3’-geranilchalconaringenina,
3’,5’-diprenilchalconaringenina, 5’-prenilxanthohumol, flavokawina, xanthohumol B,
xanthohumol C, xanthohumol D, xanthohumol E, o, p-dihidroxanthohumol e iso-

dehidrocicloxantohumol hidratado (Karabin et al., 2016).
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Em relacdo aos flavonoides, estes sdo a classe quimicamente mais diversificada e
difundida de compostos fendlicos da natureza, com diferentes fungdes metabolicas nas plantas,
desde absor¢do de radiagdo ultravioleta, polinizagdo, defesa contra bactérias e fungos, entre
outras. Os flavonoides normalmente encontrados no lipulo sdo as formas glicosiladas de

quercetina, kaempferol, morina e miricetina (Bocquet, 2018).

2.4 Atuacio do lipulo no sistema nervoso central

Sabe-se que o lupulo apresenta diversos efeitos sobre o SNC comprovados tanto por
evidéncias clinicas quanto pré-clinicas, em especial os alfa dcidos existentes no ltpulo. Estudos
descrevem suas propriedades sedativas e hipnoticas (Zanoli ef al., 2005; Schiller et al., 2006),
indicando seu principal papel na atividade promotora do sono previamente relatada em modelos
animais (Lee et al., 1993) e humanos (Dimpfel e Suter, 2008).

O estudo de Sasaoka e colaboradores (2014) analisou sua aplicabilidade na prevengao
e tratamento da doenca de Alzheimer provocada por acumulo do peptideo beta-amiloide (AB).
Extratos de flores de lupulo foram testados em modelo animal de doenga de Alzheimer e foi
observado inibir parcialmente a produgdo de AB3, apoiando a ideia de uma estratégia plausivel
para reduzir o risco de desenvolver essa doenca.

Outra investigagdo terapéutica recente que envolve a atuagao do lupulo no SNC, ¢é no
tratamento da depressdo. O estudo de Rodrigues e colaboradores (2023) promoveu
caracteristicas de estados de depressdo em um modelo animal de fibromialgia induzido por
injecoes repetidas de reserpina em ratos Wistar, com o intuito de avaliar possiveis efeitos de
injecdes de extrato hidroalcodlico de lupulo, o qual apresentou resultados eficazes ao reverter

as alteragdes comportamentais relacionadas a depressao produzidas pela reserpina.

2.5 Receptores GABAérgicos

A neurotransmissd@o inibitéria do SNC ¢ mediada principalmente pelo
neurotransmissor GABA. A descoberta deste neurotransmissor ocorreu em 1950 por Eugene
Roberts e Sam Frankel (Ghit et al., 2021). Nos vertebrados, os receptores GABA sao
encontrados primeiramente nas membranas de células nervosas e, de forma eficaz, estdo
praticamente espalhados por todos os neuronios do SNC. Estdo também expressos em
astrocitos, e localizados nas areas do hipocampo, mesencéfalo medial, amigdala, além da

matéria cinzenta periaquedutal (Nestler; Hyman; Malenka, 2009).
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O neurotransmissor GABA esté presente, ainda, em diversos interneurdnios inibitdrios
espalhados ao longo de neurdnios de proje¢ao em todo o cérebro, atuando nos espacos entre os
neurdnios (sinapses), mas também podem se localizar em locais extra - sindpticos. Fora do
SNC, ele ¢ encontrado em neurdnios relacionados ao sistema nervoso autdonomo, no figado, nos
musculos lisos das vias aéreas do pulmao e em vérios tipos de células imunologicas (Ghit et al.,
2021).

Nos vertebrados, existem dois tipos de receptores GABA, os ionotropicos GABAa,
que atuam na permeabilidade do ion cloro, e os receptores GABAB, que, acoplados a proteina
G, regulam a atividade dos canais de potassio e calcio. Tal separagdo farmacologica funcional
deu-se pelos mecanismos de segundo mensageiro, diferenca de localizagdao e sua composigao
molecular (Watanabe et al., 2002).

O receptor GABAA, membro da superfamilia Cys-loop de canais i6nicos, como
muitos outros canais dependentes de ligantes, ¢ um complexo proteico heteropentamero, que
compreende cinco subunidades distintas. Até o momento, ha o registro de vinte subunidades
diferentes: al-a6, B1-p4, y1- y3, 0, €, m, 6 e pl-p3. Sua ativacdo resulta em um aumento do
tempo médio de abertura do canal de cloro, causando uma hiperpolarizagdo do neurénio pos-
sindptico e consequente inibicdo neuronal (Perucca; Bialer; White, 2023).

Experimentos utilizando técnicas de imunofluorescéncia sugerem que ha uma alta
expressao das subunidades al, B1, B2, B3 e y2 ao longo do cérebro e que exista especificidade
na expressdo dos receptores GABAAa entre diferentes localizagcdes de neuronios (Whiting,
2003). A combinagdo das subunidades a12y2 do receptor GABAA ¢ a mais abundante, porém,
vale ressaltar que as combinagdes a3B3y2 e a2B3y2 também sdo altamente prevalentes no
cérebro adulto (Zhu et al., 2018).

Em sua estrutura, identificam-se varios sitios de unido para diferentes compostos que
podem modular sua atividade, como ilustra a figura 3. Dessa forma, as drogas podem
influenciar as funcdes GABA¢érgicas interagindo de forma diferente, tanto em sitios pré como
pOs-sindpticos, porém, na maioria dos casos, os efeitos pré-sinapticos das drogas nao envolvem
interacdo com receptores GABAérgicos. Estudos sobre a agdo das drogas nos sitios pré-
sinapticos envolvem o efeito inibitdrio sobre as enzimas presentes na sintese do GABA, em sua

degradacao e na recaptagdao neuronal do proprio GABA (Nestler; Hyman; Malenka, 2009).
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Figura 3. Receptores GABAA e as suas subunidades.
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Fonte: Fig. 3: Esquema do complexo GABAA - canal idnico Cl e suas subunidades (adaptado de
Watanabe, et al., 2002).

Os receptores GABAA e suas diversas composi¢des de subunidades exibem diferentes
propriedades farmacoldgicas de controle de canal. Eles sdo expressos diferencialmente durante
o desenvolvimento e, no cérebro adulto, acumulam-se em distintas superficies de células
neuronais, estando sujeitos a regulagdo diferencial por sinais extracelulares (Luscher; Fuchs;
Kilpatrick, 2011).

Presumivelmente, a distribuicdo diferencial dos subtipos de receptores no cérebro ¢
crucial. Sabe-se que os varios subtipos de receptores estdo localizados em diferentes regides do
cérebro e esses parametros, sem divida, determinam a contribui¢do de cada subtipo de receptor
para fun¢des de nivel superior. Além disso, o uso de técnicas de biologia molecular revelou que
um unico aminoacido pode ser responsavel por uma profunda diferenca de afinidade entre o
receptor e as diversas subunidades dos receptores GABAa, sem afetar nenhuma outra
propriedade do receptor nos neurénios (Zhu et al., 2018).

Neste contexto, as atividades sedativa e hipnotica do lapulo tem sido atribuida a
modulagdo positiva da fungdo do receptor GABAA demonstrada tanto com extratos de lupulo
(Aoshima et al., 2006) quanto com fracdes de alfa acidos (Benkherouf et al., 2020). Porém,
mais pesquisas sdo necessarias para determinar o local preciso de agdo dessas moléculas

bioativas nesses receptores, auxiliando na compreensao dessa interagao.
2.6 Aplicabilidade terapéutica do lupulo e acio GABAérgica
Na Alemanha, um comité de especialistas, a Comissao E, a qual avalia a seguranca e

a eficacia de mais de 300 ervas, aprovou a utilizagdo do lapulo no tratamento de disturbios do

humor, como inquietagdo, ansiedade e disturbios do sono (Blumenthal, 1998).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874108000391#bib7
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Em 2006, Schiller e colaboradores. mostraram que os alfa dcidos e beta acidos,
isolados do 6leo de lupulo, desempenham um papel importante nos efeitos sedativos do lapulo.
Os autores observaram que os extratos contendo alfa dcido em doses mais altas foram capazes
de aumentar o tempo de sono induzido pela cetamina em camundongos, bem como reduzir a
atividade locomotora.

A modulacdo positiva do GABA promovida pelos componentes alfa acidos isolados,
humulona, cohumulona ¢ adhumulona trouxe uma base farmacologica para as propriedades
sedativas observadas em estudos anteriores. De fato, o estudo de Aoshima e colaboradores
(2006) descreveu a modulacdo positiva de respostas induzidas por GABA em receptores
GABA, observado por extratos de cerveja e lupulo. Foi examinado o efeito da cerveja e do
extrato de lupulo nos receptores GABA expressos em odcitos de Xenopus por meio da inje¢ao
de Acidos Ribonucleicos clonados (cRNAs) de subunidades a; ¢ p1 de GABA bovinos. Apos a
aplicagao de GABA e cerveja, observou-se resposta elétrica clara confirmando sua expressao.

Mais tarde, estudos in vivo mostraram que os extratos de alfa acidos, principalmente
de humulona (35-70%), cohumulona (20-65%) e adhumulona (10-15%), também exibiram
atividade sedativa ao aumentar o tempo de sono induzido por pentobarbital em ratos, mas sem
impacto na atividade locomotora (Zanoli e Zavatti, 2008). Dado a funcao bem estabelecida da
subunidade al e seus efeitos sedativos mediados por receptores GABA (Rudolph et al., 1999),
a interagdo funcional de humulona com receptor GABA 4 foi confirmada eletrofisiologicamente
em receptores GABA4 a1B3y2 recombinante expressos em células HEK293 (Benkherouf et al.,
2020).

Importante destacar que o estudo de Benkherouf e colaboradores (2020) também
observou fracos efeitos modulatorios com cohumulona e adhumulona, sugerindo que,
provavelmente, a atuacdo desses alfa dcidos na sedagdo € menor em comparacdo com a
humulona. Postula-se que, por esta razao, outro estudo em ratos ndo observou a diminuicao da
locomocao dos mesmos ao utilizar o extrato de alfa 4cido (Zanoli e Zavatti, 2008).

Assim, a capacidade da humulona, um dos principais compostos do lapulo, de exibir
efeitos sedativos/hipnoticos e atuar como um modulador alostérico positivo dos receptores
GABAA apoia o papel substancial da humulona na atividade indutora do sono do lupulo e traz
mais informagdes sobre o provavel mecanismo de acdo envolvido nesse efeito (Benkherouf et

al., 2020).
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2.7 Epilepsia

O mais antigo relato descrito sobre epilepsia encontra-se em um manuscrito no museu
britanico, por volta de 2000 a.C., no qual descreve a epilepsia como um castigo de Deus
associado a nomes de espiritos do mal. Mais tarde, o conceito sobre epilepsia apareceu na
Grécia antiga, ha 400 anos a.C., onde ela ndo era nem sagrada nem divina, mas um distirbio do
cérebro, com suspeita de que sua origem fosse hereditaria (Moreira, 2004).

Os mecanismos de ativagdo, propagacdo e manutencdo da crise epiléptica sdo
amplamente estudados, porém pouco conhecidos, sendo que aproximadamente 50% dos casos
sdo idiopaticos. Sabe-se apenas que as crises epilépticas sdo ocasionadas por comportamento
anormal de grupos de neur6nios no cérebro, fazendo com que a fisiopatologia da epilepsia
continue a ser um objetivo de pesquisa. Seu acometimento ¢ expressivo, afetando de 0,5% a
1% da populacao (Weiner e Goetz, 2003).

As principais hipdteses propostas para explicar os mecanismos fisiopatologicos da
epilepsia incluem a ativacdo de um grupo de neuronios simultaneamente, gerando interrupgao
das ligagdes inibitorias entre os grupos de neurdnios cerebrais, bem como descontrole nos
canais 10nicos na excitacdo e bloqueio das sinapses. Ja foram identificadas canalopatias em
canais de sodio e potassio, além de mutacdes na codificagdo de subunidades de receptores
GABAérgicos (Pedley, 2006).

Os mecanismos GABA¢érgicos que tém sido apontados na fisiopatologia da epilepsia
incluem o comprometimento da liberagao pré-sinaptica de GABA, alteragdes nos receptores,
deficiéncia na sintese de GABA e perda neuronal. Estas alteracdes determinam anormalidades
na excitabilidade elétrica de membranas neuronais, favorecendo despolarizacdo e
hiperexcitabilidade neuronal, levando ao aparecimento das crises (Zhu et al., 2018).

Outro fator fortemente relacionado a epilepsia € o estresse oxidativo. A modificagao
dos gradientes i0nicos que ocorre no cérebro de um paciente epiléptico causa uma hiperativagao
dos receptores glutamatérgicos tipo N-methyl-D-aspartato (NMDA), promovendo um
acréscimo do influxo de Ca®" na célula. Dessa forma, ocorre um aumento exacerbado da
excitabilidade neuronal, contribuindo para ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que o Ca>"
pode ativar uma série de enzimas (incluindo proteina cinase C, proteases, fosfatases,
fosfolipases e xantina oxidase) produzindo espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de
nitrogénio (Coelho, 2016).

Partindo desta premissa, na epilepsia, ocorre um importante dano neuronal em diversas

areas encefalicas. Desse modo, o aumento exacerbado de radicais livres, somado a diminuigao
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na atividade de enzimas antioxidantes, que ocorre durante os processos de crises epilépticas,
tém sido implicados no estabelecimento da epilepsia (epileptogénese), aumentando as chances
de ocorréncia de novas crises. Estudos também sugerem a participagdo do estresse oxidativo na
refratariedade ao tratamento farmacoldgico da epilepsia em modelos experimentais € em
humanos (Bellissimo et al., 2001; Cardenas et al., 2013).

Os elevados niveis de radicais livres associados a particular sensibilidade do SNC ao
dano oxidativo fazem do cérebro um o6rgao alvo das lesdes oxidativas. Essa disposi¢ao acontece
em virtude deste utilizar grande quantidade de oxigénio em relacdo aos outros Orgaos,
apresentar elevado teor de acidos graxos poli-insaturados, que sdo alvos da peroxidagdo
lipidica, ser rico em ferro, que participa da catalizagdo do radical hidroxil e exibir baixa
atividade da catalase. No entanto, os mecanismos correlacionando o estresse oxidativo a

resisténcia farmacologica carecem de uma investigacdo mais aprofundada (Shin ez al., 2011).

2.8 Tratamento da epilepsia

As drogas antiepilépticas sdo a base do tratamento da epilepsia. Elas agem suprimindo
e controlando as crises epilépticas, porém ndo sdo capazes de reverter a neuropatologia
subjacente ao processo de epileptogénese. Por esse motivo, cerca de 30% dos pacientes nao
apresentam resposta terapéutica satisfatoria, apesar do aumento do uso de novos farmacos
antiepilépticos com diferentes mecanismos de a¢do nas Ultimas duas décadas (Chen et al.,
2018).

De modo geral, os mecanismos de acdo dos farmacos utilizados no tratamento das
crises epilépticas enquadram-se em trés categorias, a reducdo das deflagragdes repetitivas e
persistentes dos neurdnios, o aumento da inibi¢do sinaptica mediada pelo neurotransmissor
GABA e um efeito mediado por acdo pré ou pos-sinaptica de inibi¢do dos canais de calcio
ativados por voltagem (Goodman; Gilman, 2015).

Na década de 1950, foi sintetizado o primeiro benzodiazepinico, o clordiazepoxido.
Em 1977 surgiram, entre outras drogas, varios outros benzodiazepinicos, como o diazepam,
flunitrazepam e clonazepam, os quais tornaram-se os medicamentos mais prescritos em todo o
mundo. Eles foram apreciados nao apenas por suas propriedades ansioliticas, mas também por
sua utilidade na insonia, agitagdo, crises epilépticas, espasmos musculares e na abstinéncia de

alcool. Sua eficacia foi estabelecida por meio de ensaios clinicos das décadas de 1960 a 1990

(Balon et al., 2020).
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O marco dos benzodiazepinicos ocorreu pela sua capacidade de intensificar os efeitos
do GABA, observada na década de 70. Pouco tempo depois, descobriram que eles também
potencializavam a transmissao sindptica inibitéria GABA¢érgica por ligagcdo diretamente ao
receptor GABAA, tornando-se promissores no tratamento da epilepsia. A ligagdo dos
benzodiazepinicos ¢ claramente distinta do sitio de ligagdo ao GABA, sendo, portanto, um sitio
modulatério alostérico no receptor GABAA (Nestler; Hyman; Malenka, 2009).

Uma alternativa terapéutica aprovada recentemente para o tratamento da epilepsia ¢ a
Cannabis sativa, que tem sido usada ha séculos para o tratamento de diferentes condig¢des
patolégicas e € capaz de afetar significativamente a excitabilidade do SNC, agindo na
neurotransmissao GABA¢érgica tanto no nivel pré quanto pos-sinaptico. Um de seus compostos,
o canabidiol (CBD), foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) em 2018 como recurso terapéutico para trés neuropatologias
diferentes caracterizadas por crises epilépticas recorrentes espontaneas farmacorresistentes, a
sindrome de Dravet, sindrome de Lennox-Gastaut e complexo de esclerose tuberosa (Ruffolo
et al., 2022).

No Brasil, o uso do CBD para fins medicinais foi legalizado em 2015 pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), baseado na Resolucao n°® 2.113, de 30 de outubro
de 2014, que autoriza a prescri¢ao e a importacdo de produtos a base de CBD para tratamentos
especificos, principalmente para pacientes com epilepsia refrataria. Desde 2022, 14 produtos
derivados da Cannabis podem ser fabricados e comercializados em farmdcias brasileiras,
porém, eles ndo sdo padronizados pelo SUS, pois a Comissao Nacional de Incorporagdo de
Tecnologias (CONITEC), apos analisar as evidéncias e custo-beneficio do Uinico produto de
Cannabis disponivel e licenciado a época para comercializagdo no Brasil, ndo o recomendou
ao SUS (Brasil, 2021).

Partindo do contexto atual, o estudo de Chen e colaboradores (2018) ressalta que as
pesquisas futuras devem se concentrar em tratamentos que possam modificar o
desenvolvimento ou a progressao da epilepsia, com novas abordagens terapéuticas em especial
na epileptogénese da epilepsia, pois os farmacos antiepilépticos atuais atuam como supressores

das crises epilépticas e ndo como modificadores da doenga (Kaminski et al., 2014).

2.9 Aplicacao do lupulo no tratamento da epilepsia

A investiga¢do de propriedades terapéuticas em compostos naturais tem ganhado

grande espago nas pesquisas cientificas, uma vez que esses compostos agem de diversas formas
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nos sistemas bioldgicos. Nesse contexto, estudos descrevem o lipulo como uma alternativa
para o desenvolvimento de farmacos seguros e eficazes, devido seu promissor potencial
terapéutico, em especial nas patologias que afetam o funcionamento do SNC, como a epilepsia
(Zanoli e Zavatti, 2008).

Essa observagao corrobora com o estudo de Benkherouf e colaboradores (2020), no
qual foi descrito que a fragdo de humulona exibe atividade GABAérgica modulatoria potente
em baixas concentragdes micromolares nas membranas do prosencéfalo de ratos.
Posteriormente, usando camundongos BALB/c, os autores observaram comportamento
hipnético da humulona. Além disso, a humulona, destaca-se pela sua atuacdo antioxidante,
devido suas principais propriedades fisico-quimicas e caracteristica de acido fraco, dentre elas
a capacidade de quelar metais como Fe?" e Cu**, resultando na redugiio da formacao de espécies
reativas de oxigénio. Observa-se inclusive sua habilidade no sequestro do radical livie DPPH e
inibi¢do da peroxidacao lipidica (Durello; Silva; Junior, 2019).

Esses atributos tém sido elucidados em estudos como promissores no tratamento da
epilepsia, uma vez que o estresse oxidativo estd associado a piora da crise epiléptica e da
progressao da epilepsia (Liu ef al., 2010). Portanto, a extensa gama de atividade biologica dos
compostos contidos no lupulo reforgam seu potencial como medicamento antiepiléptico, uma
vez que estas substancias apresentam uma atividade antioxidante expressiva e de modulacao do
sistema GABA¢érgico, os quais possuem um papel primordial na etiologia das epilepsias

(Kawalska et al., 2022).

2.10 A aplicacao da tecnologia computacional e sua relacdo com a quimica medicinal

Atualmente, a utilizagdo de recursos computacionais trabalha em conjunto com a
quimica experimental, visando esclarecer hipdteses sobre a aplicabilidade de estruturas
quimicas em diversos tratamentos (Raupp, 2008). Essas ferramentas identificam compostos
com propriedades desejadas, utilizando intuicdo e experiéncia quimica de uma forma
matematicamente quantificada e computadorizada, para posterior sele¢do de compostos
promissores para testes em laboratorio e sintese de novos farmacos (Arroio, Hondrio, Silva;
2010).

A técnica computacional conhecida como docking molecular, utiliza a estrutura 3D de
duas moléculas, do ligante e seu alvo, conseguindo prever a melhor posicao e conformagao do
primeiro em relagao ao segundo, para a formagao de um complexo estavel. Através do docking,

¢ possivel estipular a for¢a da interagao entre duas moléculas e, por conseguinte, pode-se avaliar


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antioxidant-capacity
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qual dos ligantes estudados vai apresentar uma maior atividade frente a um alvo farmacologico
conhecido (Crampon et al., 2021).

Essa analise denominada in silico vem sendo usada pelas industrias farmacéuticas
como uma alternativa para diminuir o tempo e o custo provenientes do desenvolvimento de
novos medicamentos, funcionando como um filtro complexo que evidencia apenas os
candidatos mais interessantes dentro dos parametros estabelecidos. A baixa taxa de sucesso na
conversao de compostos principais em medicamentos, impulsiona ainda mais a aplicabilidade
dessa técnica (Kadan, 2007). Partindo dessa premissa, nosso estudo utilizou uma ferramenta

que possibilitou a aplicacdo desse método.
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RESUMO: A epilepsia ¢ uma condi¢gdo neuroldgica extremamente comum, afetando
aproximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo. Caracteriza-se por episodios recorrentes
de crises epilépticas, sendo responsavel por um acometimento significativo de morbidade e
mortalidade. O tratamento da epilepsia envolve principalmente o uso de farmacos
antiepilépticos, que podem ajudar a controlar as crises epilépticas e melhorar a qualidade de
vida dos portadores desta patologia. Entretanto, uma parcela importante desse publico ¢
refrataria aos tratamentos existentes, sendo relevante a realizagao de estudos que identifiquem
novos farmacos com ac¢do antiepiléptica que sejam seguros e eficazes. Neste sentido, o lupulo,
uma planta da familia Cannabacea, conhecido pelo seu uso na fabricag¢ao da cerveja, € também
utilizado como fitoterdpico para o tratamento de ansiedade e distirbios do sono. Além disso,
em ensaios pré-clinicos, ja foram demonstrados efeitos do lupulo sobre outras condicdes
patologicas que acometem o sistema nervoso central, como Alzheimer e depressao. Assim, 0s
objetivos desse trabalho foram obter um extrato de lupulo, caracterizar a fracdo de alfa acidos
do extrato através da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear, avaliar suas atividades
antioxidantes in vitro, o teor de compostos fendlicos totais e a afinidade de ligagdo dos mesmos
com o receptor GABAAa. Inicialmente, foi preparado o extrato de lupulo utilizando o solvente
hexano, o qual foi analisado através do equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear. Foi
possivel identificar trés alfa 4cidos no extrato, a humulona, cohumulona e adhumulona. O
extrato apresentou atividade antioxidante expressiva nos métodos DPPH, de captura do cation
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radical ABTS", fosfomolibdénio ¢ do poder redutor, além de elevado teor dos compostos
fendlicos totais. Na analise in silico, através da ferramenta de docking molecular, foi possivel
observar a ligacdo entre os alfa 4cidos identificados no extrato e o receptor GABA. Destaca-
se que a humulona teve o melhor score de ancoragem entre os alfa acidos avaliados. Conclui-
se que o extrato de lupulo desenvolvido nesse estudo destaca-se por sua importante atividade
antioxidante e elevada concentragao de alfa 4cidos. Além disso, nossos resultados predizem que
ha ligacdo dos alfa 4cidos ao receptor GABAA, 0 que sugere que o lipulo apresenta grande
potencial para ser utilizado no tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: Lupulo; Epilepsia; Estresse oxidativo; Docking; Bioinformatica.

ABSTRACT: Epilepsy is an extremely common neurological condition, affecting
approximately 50 million people worldwide. It is characterized by recurrent episodes of
epileptic seizures and is responsible for significant morbidity and mortality. The treatment of
epilepsy mainly involves the use of antiepileptic drugs, which can help control epileptic seizures
and improve the quality of life of those suffering from the condition. However, a significant
proportion of this population is refractory to existing treatments, making it important to carry
out studies to identify new drugs with antiepileptic action that are safe and effective. In this
sense, hops, a plant from the Cannabacea family, known for its use in brewing beer, is also used
as a herbal medicine to treat anxiety and sleep disorders. In addition, pre-clinical trials have
already demonstrated the effects of hops on other pathological conditions affecting the central
nervous system, such as Alzheimer's and depression. Therefore, the objectives of this work
were to obtain an extract of hops, characterize the alpha-acid fraction of the extract using the
Nuclear Magnetic Resonance technique, evaluate its antioxidant activities in vitro, the content
of total phenolic compounds and their binding affinity with the GABAA receptor. Initially, the
hop extract was prepared using the solvent hexane, which was analyzed using Nuclear Magnetic
Resonance equipment. It was possible to identify three alpha acids in the extract, humulone,
cohumulone and adhumulone. The extract showed significant antioxidant activity in the DPPH,
ABTS+ radical cation capture, phosphomolybdenum and reducing power methods, as well as
a high content of total phenolic compounds. In the in silico analysis, using the molecular
docking tool, it was possible to observe the link between the alpha acids identified in the extract
and the GABAA receptor. It is noteworthy that humulone had the best docking score among
the alpha acids evaluated. We conclude that the hop extract developed in this study stands out
for its significant antioxidant activity and high concentration of alpha acids. In addition, our
results predict that alpha acids bind to the GABAA receptor, which suggests that hops have
great potential for use in the treatment of epilepsy.

Keywords: Hops, Epilepsy, Oxidative stress, Docking, Bioinformatics.

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas do Século XX, o uso de plantas medicinais foi reconhecido como
recurso terapéutico valido, iniciando-se as discussdes sobre a sua incorporacao nos sistemas de
satude publica (Gasparin et al., 2022). Dentre a diversidade de plantas medicinais utilizadas com
finalidades terapéuticas, destaca-se o lapulo (espécie Humulus lupulus L.), da familia

Cannabaceae, composto por trés espécies, H. lupulus, H. japonicus e H. yunnanensis. Dentre
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elas, apenas o H. lupulus e o H. japonicus sdo cultivadas em larga escala com finalidade
comercial (Durello; Silva; Junior, 2019).

O H. lupulus tem uma longa histéria sendo aplicado para varios fins, em especial na
industria cervejeira. A analise de suas caracteristicas foi inicialmente desvendada por Hayduck
em 1888 (Ross, 2009). A partir da segunda metade do século XX, varios estudos fitoquimicos
foram realizados para investigar a composi¢do dos cones de lupulo e outras partes da planta,
levando ao isolamento e identificacdo de compostos farmacologicamente relevantes (Zanoli e
Zavatti, 2008).

A resina total do lapulo pode ser desmembrada em resinas macias e duras. Nas resinas
macias, encontra-se uma mistura de alfa 4cidos e beta acidos, humulonas e lupulonas
respectivamente, que podem corresponder a 5-21% da massa total do lupulo em base seca
(Karabin et al., 2015). A fracao dos alfa acidos € composta por uma mistura de cinco humulonas
analogas, sendo os seus principais constituintes a humulona (35-70% do total de alfa 4cidos), a
cohumulona (20-55%), a adhumulona (10-15%), a prehumulona (1-10%) ¢ a poshumulona (1-
3%) (Karabin et al., 2016).

Em relacdo aos diversos efeitos bioldgicos do lupulo, historicamente ha registros de
sua atuacdo sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), quando se observou que os trabalhadores
experienciavam sonoléncia durante a sua colheita, aparentemente devido a transferéncia de
resina de ltpulo de suas maos para a boca (Tyler, 1987). As atividades sedativa e hipndtica do
lapulo tém sido atribuidas a modulagdo positiva da fungdo do receptor acido gama-
aminobutirico tipo A (GABAA4) observada tanto com extratos de lapulo (Aoshima et al., 2006)
quanto com frac¢des de alfa acidos (Benkherouf et al., 2020).

Assim, desperta-se a perspectiva do seu uso no tratamento da epilepsia. Essa condi¢ao
caracteriza-se por crises epilépticas recorrentes espontaneas, que podem ser definidas como
manifestagdes clinicas resultantes de descargas neuronais anormais, produzindo uma
superexcitagdo dos neurdnios, podendo ocorrer também através do desequilibrio entre os
mecanismos de neurotransmissao inibitorios e excitatorios (Nestler; Hyman; Malenka, 2009).
O neurotransmissor inibitorio GABA desempenha um papel importante na modulagdao da
excitabilidade neuronal, e uma alteragdo na transmissdo GABA¢érgica estd relacionada a
patogénese de alguns disturbios que dao origem as crises epilépticas (Perucca; White; Bialer,
2023).

Outro fator relativo a fisiopatogénese da epilepsia que tem recebido grande atencao da
comunidade cientifica nos ultimos anos € o estresse oxidativo. Essa hipotese tem se confirmado

em estudos experimentais humanos e animais (Rosa, 2020). Estudos demonstram, ainda, que o
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processo de hiperexcitagdo neuronal desencadeado na epilepsia favorece o estresse oxidativo,
podendo estar envolvido na progressao da doenca (Liu et al., 2010; Tchekalarova et al., 2018).

O tratamento da epilepsia ¢ realizado, principalmente, pelo uso de medicamentos
antiepilépticos. No inicio do século 20, a descoberta do fenobarbital tornou-se o marco na
histéria moderna (Santulli et al., 2016). Na década de 1960, houve a inclusdo dos
benzodiazepinicos, os quais sdo sedativos e produzem dependéncia fisica e psicologica, levando
a sintomas de abstinéncia significativos na interrupcao do tratamento (Dubovsky e Marshall,
2022).

Recentemente, a Cannabis, antes considerada como altamente perigosa ¢ dotada de
efeitos nocivos excedentes aos eventuais beneficios terapéuticos, experenciou uma reviravolta
sobre sua aplicabilidade. O canabidiol (CBD), um diversos compostos presente na planta t€ém
sido analisado e empregado como terapia complementar em pacientes afetados por epilepsia
grave resistente a medicamentos. No entanto, sua recomendagdo ¢ muito limitada, devido aos
efeitos psicotropicos que ela manifesta (Romano e Hazekamp, 2013; Radwan et. al., 2015).

Nesse contexto, ha necessidade do desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da epilepsia, que detenham os efeitos benéficos de um perfil antiepiléptico,
deixando, entretanto, de ser sedativo, ataxico ou passivel de dependéncia (Nestler; Hyman,;
Malenka, 2009). A potencializacdo da neurotransmissao GABA¢érgica, bem como a tentativa
de reduzir o estresse oxidativo, usando novas abordagens esta entre as estratégias para
desenvolver melhores tratamentos para a epilepsia (Rosa, 2023).

Partindo dessa premissa, considerando o pressuposto dos efeitos ja conhecidos do
lupulo no SNC e sua provavel agdo sobre o sistema GABAérgico, e seu potencial antioxidante,
o presente trabalho visa avaliar a atividade antioxidante do extrato de lupulo e investigar a

ligacdo dos alfa 4cidos contidos no extrato aos receptores GABAA.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aquisicao da amostra para a realizacido das analises
A amostra de lapulo foi adquirida de um estabelecimento especializado na
comercializacao de produtos para a fabricacdo de cerveja. A variedade utilizada foi Barth Haas

Sabro, safra 2021, que se apresentava na forma de pellets e teor de alfa dcidos de 14,3%.

2.2. Preparo do extrato de lipulo
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O extrato de lupulo foi obtido em colaboragdo com o laboratério de Quimica
Tecnologica da Universidade Federal de Uberlandia — Campus Patos de Minas. Para a
preparacgao do extrato, utilizou-se 500 g de pellets de lupulo, os quais foram embebidos em 500
mL de solvente (hexano) e, em seguida, deixados por 7 dias na temperatura de 25°C. O extrato
foi filtrado por meio de algodao e, posteriormente, o solvente foi evaporado utilizando um
evaporador rotativo a vacuo (marca Fisatom e modelo 802 - 40°C; 130 mbar; 30 min). Apos
esse procedimento, o extrato foi armazenado em ultra freezer a uma temperatura de -80°C e,
depois de 24 horas, colocado em liofilizador (marca Liotop e modelo L101) por um periodo de
72 horas. O extrato seco resultante foi, entdo, armazenado a temperatura ambiente em um

dessecador antes da anélise.

2.3 Procedimento de Analise

2.3.1 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *3C)

O extrato de lupulo foi analisado por RMN *C (100 MHz) em um equipamento marca
BRUKER no modelo Ascend 400. A analise foi realizada utilizando uma solugao contendo 90

mg de extrato de ltpulo e 0,6 mL de cloroformio deuterado (Marca MagniSolve).

2.4 Analise da atividade antioxidante

2.4.1 Avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método de captura do radical

DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante, por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi realizada de acordo com as metodologias de
Lopes-Lutz e colaboradores (2008), seguidas de pequenas modificagdes. Uma solugdo etanolica
de DPPH foi preparada na concentragao de 40 g mL-1.

Para a avaliacdo, 2,7 mL da solucdo de DPPH foi adicionada em tubos de ensaio,
seguido da adic¢ao de 0,3 mL das concentragdes do extrato de lupulo (1000, 500, 250, 125, 62,5
e 31,25 ng mL-1). Em paralelo, o controle negativo foi preparado contendo todos os reagentes,

exceto o extrato.
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Apds 60 minutos, leituras foram realizadas utilizando o espectrofotometro no
comprimento de onda de 517 nm. A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a

seguinte equacao:

AA% = [(ACN-AAmo) / ACN] * 100

Em que:
AAmo= Absorbancia do DPPH com a amostra.

ACN= Absorbancia do DPPH com o etanol.

2.4.2 Avaliacao da atividade antioxidante utilizando o método de captura do cation radical

ABTS*

A formagdo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis- [3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfonico]) foi realizada de acordo com Antunes e colaboradores (2010). Para o ensaio, foram
misturados 10 pL do extrato de lapulo nas concentragdes (1000, 500, 250, 125, 62,5 ¢ 31,25 ng
mL') e 990 pL da solugio do radical ABTSe+. A absorbancia foi monitorada
espectrofotometricamente a 735 nm durante 6 min. A absor¢do de uma amostra contendo a
mesma quantidade de etanol e uma solucdo do radical ABTSe+ atuou como controle negativo.
A porcentagem de inibigdo do radical ABTS«+ (AA%) pela amostra foi calculada de acordo

com a seguinte equagao:

AA% = [(ACN-AAm) / ACN] * 100

Em que:
ACN = Absorbancia do controle negativo

AAm = Absorbancia da amostra

2.4.3 Método de reducao do Complexo de Fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio foi realizado conforme Prieto; Pineda; Aguilar (1999).
Uma aliquota de 0,1 mL do extrato de lupulo nas concentragdes (1000, 500, 250, 125, 62,5 ¢
31,25 pg mL-1) foi adicionada em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solucdo dos reagentes

(acido sulfurico 0,6M; fosfato de s6dio 28mM e molibdato de amdénio 4mM). Os tubos foram
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tampados e incubados em banho-maria a 95°C por 60 min. Apos o resfriamento dos tubos de
ensaio, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a 695 nm. Os valores foram comparados com
uma curva de véarias concentragdes do antioxidante sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (2000;
1000; 500; 250; 125 e 62,5 ug mL ™). Os resultados também foram expressos em miligramas
de equivalente de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).

A reducao do complexo fosfomolibdénio ¢ dependente da acdo dos antioxidantes para
a formacao do cromogeno verde, portanto, os valores de absorbancia podem ser utilizados para
medir a atividade antioxidante. Sendo assim, quanto maior a atividade antioxidante do extrato,

maior ¢ a absorbancia apresentada por ele (Prieto; Pineda; Aguilar, 1999).

2.4.4 Método do poder redutor

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do poder redutor foi
realizada de acordo com a metodologia de Oyaizu (1986). Foi utilizado 100 pL do extrato de
lupulo nas concentracdes (1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg mL-1) que foram misturados
com 1 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 6,0 e 1 mL de solug@o aquosa de ferricianeto de potassio
1%. Apds 20 minutos de incubacao a 50°C, 1 mL de 4cido tricloroacético 10% foi adicionado
a mistura, sendo essa agitada em vortex. Em seguida, 3 mL de dgua destilada foi adicionada e
600 pL cloreto férrico 0,1%. Leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdometro no
comprimento de onda de 700 nm. Os valores foram comparados com uma curva de varias
concentragdes do antioxidante sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (1000; 500; 250; 125 ¢ 62,5
ug mL ). Os resultados também foram expressos em miligramas de equivalente de BHT por

grama de extrato (mg EBHTg™).

2.4.5. Determinacao do teor dos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu
de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,50 mL do
extrato de lapulo com 2,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente, 2
mL de solugfo saturada de carbonato de sédio (75 g L) foi adicionado a mistura reacional. As
leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm apods incubagdo a temperatura ambiente
durante 2 h. O 4cido galico (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 pg mL™!) foi utilizado como
padrdo de referéncia e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de 4cido

galico (mg GAE) por grama do extrato de Iupulo. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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2.5 Analise Estatistica

Para a avaliagdo dos dados dos testes antioxidantes DPPH, ABTS, Complexo de
Fosfomolibdénio, Poder Redutor e Teor de Compostos Fenolicos Totais, os experimentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), nas seis concentra¢des (1000, 500,
250, 125, 62,5 e 31,25 pg mL™!), com 3 repeti¢des. O programa estatistico utilizado foi o
Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar (Ferreira, 2011), sendo os
dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em graficos de barras com os
valores de porcentagem antioxidante em relacdo as concentragdes analisadas (DPPH e ABTS)
e absorbancia (Complexo de Fosfomolibdénio e Poder Redutor). Ja para o teste do teor de
fenolicos totais os resultados foram plotados em gréficos de barras com os valores equivalentes
ao acido galico, expressos em miligramas de acido galico (mg GAE) por grama do extrato do

lupulo. O software empregado foi o GraphPad Prism versao 5.01.

2.6 Estudo Computacional

Ap6s identificacdo dos alfa acidos existentes no extrato pelo método de RMN, foi
aplicado o método in silico, um estudo computacional através da ferramenta de docking. Todas
as abordagens computacionais foram efetuadas no software MOE - Molecular Operating
Environment, ChemComp, 2022.02v. Especificagdes do sistema: Processador AMD Ryzen 9,
5900X 12-Core, 3,70 GHz, 128 GB (utilizavel: 128 GB) de memdria RAM, 64-bit, em ambiente
Windows. Estas descrigdes sdo compativeis com o minimo exigido pelo software.

A aplicacdo das ferramentas in silico foi utilizada com um viés de comparagdo com o
composto natural CBD, utilizado no manejo de crises epilépticas. No primeiro cendrio, o CBD
foi usado como estrutura modelo e foi submetido ao docking. No total, utilizamos quatro
ligantes no docking: os trés alfa acidos isolados no extrato (humulona, cohumulona e
adhumulona), além do modelo de comparagdo - o CBD.

Todas essas estruturas foram obtidas na base de dados PubChem (Kim et al., 2023),
com os CIDs 442911, 196915, 44566583 e 644019, respectivamente. Quanto aos receptores,
simulou-se a ligacao do ligante com a estrutura 6X3Z, a configuragao eletronica prevista para
o subtipo al1B2y2 do receptor GABAA humano. As estruturas foram adquiridas por meio do

Protein Data Bank (RCSB.org) (Burley et al., 2023).
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2.6.1 Preparacio dos receptores

As estruturas dos alfa adcidos foram importadas para o ambiente MOE e, em seguida,
utilizou-se a ferramenta Quickprep, um recurso automatizado que ajusta a estrutura por meio
da corre¢ao de atomos distantes, da adigdo de dtomos de hidrogénio ausentes, da inclusao de
ligacdes no centro ativo, da protonacdo e da definicdo da configuragdo de menor energia
potencial.

Em seguida, o SiteFinder foi aplicado a estrutura ajustada, sendo uma ferramenta que
identifica a sequéncia no receptor que se postula como a mais adequada para receber o sitio
ativo. Por fim, essa sequéncia foi isolada na forma de Dummies, onde a simulag@o de docking

ocorreu apenas nesse sitio.

2.6.2 Docking

A estrutura 6X3Z foi submetida ao docking com cada um dos ligantes. Considerando-
se os alfa acidos, as trés estruturas foram sujeitas ao docking simultaneamente. Em seguida, a
estrutura ligante do CBD. Os parametros de docking do MOE nao foram alterados, mantendo-
se o triangle matcher para a geragao de poses, seguindo a fung¢do de pontuacao London dG com
5 poses. As melhores conformagdes de cada ligante foram selecionadas de acordo com o

resultado final de S, pontuacdo que classifica os melhores resultados.

2.6.3 Visualizacio de interacoes

Para uma melhor compreensao e visualizagdao dos resultados de docking, foi gerado
um mapa de interagdes para cada ligante, o que facilita a identificagdo dos residuos de
aminoacidos que interagem com cada ligante e o tipo de interacdo. Estes mapas foram gerados

pelo Ligands Interactions, um recurso do MOE.

2.6.4 Analises farmacocinéticas

A ADMET ¢ um método importante para avaliar as propriedades farmacocinéticas de
uma molécula. Esta analise baseia-se na absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e
toxicidade, e pode ser utilizada para prever a eficacia e a seguranga das estruturas. Para tal,

utilizamos a sequéncia SMILE dos alfa acidos na ferramenta SwissADME (Daina et al., 2017).
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacio dos alfa acidos no extrato de lupulo

O extrato de lupulo apresentou em sua composi¢do quimica os seguintes alfa acidos:

humulona, cohumulona e adhumulona (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura dos alfa &cidos identificados no extrato de lapulo.

5

R (Humulona) 4

Fonte: Elaboragao propria.

Os alfa acidos identificados no extrato de lupulo se diferenciam de acordo com a cadeia
lateral da posicdo 2 do anel. O substituinte da carbonila (destacado em vermelho na Figura 2)
pode ser ferc-butil resultando na humulona, isopropil resultando na cohumulona, ou 2-butil

resultando na adhumulona.

Figura 2 - Diferenca entre a estrutura dos alfa acidos identificados no extrato de lapulo.

R(Humulona)=

R(Cohumulona)=

R(Adhumulona)=

Fonte: Elaboragao prépria.



51

Através dos deslocamentos quimicos desses carbonos no RMN "C foi possivel
comparar ao que se ja tem na literatura (Hoek; Hermans-Lokkerbol; Verpoorte, 2001) e realizar
a identificagao desses alfa acidos, como pode ser verificado na Tabela 1. Os espectros de RMN

BC se encontram no Apéndice.

Tabela 1 - Dados de RMN !3C dos alfa acidos comparados com a literatura.

Deslocamento Deslocamento RMN *C (ppm)
Analogos Carbono RMN C (ppm) - Referéncia (Hoek; Hermans-Lokkerbol;
Amostra Verpoorte, 2001)
r 200.43 200,77
2 46,64 46,79
Humulona 3’ 26,02 26,19
4 22,86 22,87
5’ 22,65 22,65
I’ 204.32 204,90
2 40,85 40,80
Adhumulona 3 26,44 27,20
4 11,70 11,51
5’ 16,01 15,82
I 205.32 205,34
2 34,75 34,95
Cohumulona
3 18,55 18,97
4 17,90 18,00

Fonte: Elaboragao propria.

3.2. Atividade antioxidante do extrato de lupulo

Os métodos DPPH e ABTS foram empregados para determinar a capacidade de
sequestro de radicais livres de compostos do extrato de lapulo, enquanto a avaliacao dos teores
de compostos fenolicos totais foi demonstrada pela analise de compostos fenolicos. Além disso,
o ensaio do Complexo Fosfomolibdénio e do Poder Redutor foram utilizados para avaliar a

capacidade antioxidante por meio de reacdes de oxi-redugao.

3.2.2 Atividade antioxidante do extrato do Lipulo pelo método de DPPH.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante por meio do método DPPH ¢
demonstrada pela capacidade do extrato de lapulo em neutralizar o radical DPPH. A seguir, na
Figura 3, estdo apresentados os valores das porcentagens antioxidantes atingidas de acordo com

as concentragdes utilizadas.
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Figura 3 - Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método de DPPH.
Médias seguidas pela mesma letra, maitGsculas para comparar as concentragdes do extrato, ndo diferem

significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: Elaboragao propria.

O maior valor foi obtido na concentragdo de 1000 ug mL™!, enquanto o menor valor
foi apresentado na concentracdo de 31,25 pug mL™!. Os resultados demonstram uma relagio

concentragdo-dependente de atividade antioxidante entre as diferentes faixas de concentracao.

3.2.3 Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método de ABTS.

A atividade antioxidante medida pelo método ABTS permite uma avaliagdo da eficacia
do extrato de lupulo em neutralizar radicais livres. Os resultados obtidos da atividade

antioxidante por esse método, avaliou a capacidade do extrato de neutralizar os radicais livres

ABTS nas distintas concentra¢des expressas na Figura 4.

Figura 4 - Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método de ABTS.
Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar as concentra¢cdes do extrato, ndo diferem

significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Os valores obtidos demonstram ter alcancado 100% de atividade antioxidante a partir
da concentragio de 1000 pg mL™!. Observa-se, ainda, um valor mais significativo da atividade

antioxidante, em relagdo a menor concentracdo (49%), comparado ao método DPPH (2,6%).

3.2.4 Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método do Poder Redutor

Os valores de absorbancia referentes as diferentes concentragdes do extrato de lupulo,
obtido pela metodologia do poder redutor, estdo dispostas no grafico relativo a figura 5. Nota-
se que a diferenca de concentracdo permanece concentragdo-dependente, ou seja, quanto maior

a concentracdo, maior a atividade antioxidante.

Figura 5 - Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método do Poder Redutor.
Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar as concentragdes do extrato, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
0.5 A

0.4 -
0.3

0.2

Absorbancia (nm)

0.1

0.0

“ © Nl S S O
P @ X P S S

Concentracio pg mL"!

Fonte: Elaboragdo propria.

Entre as concentragdes de 31,25 ug mL ™! e 62,5 ug mL™!, nio foi notada diferenca
estatistica significativa, porém, foram inferiores em relagio as de concentragio de 250 ug mL ™",
500 ug mL™!' e de 1000 pg mL™!, sendo notério um aumento da absorbancia conforme a

concentragdo aumenta.

3.2.5 Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método do Complexo
Fosfomolibdénio.

Os resultados ilustrados na Figura 6 reforcam que, quanto maior a atividade

antioxidante do extrato, maior ¢ a absorbancia apresentada por ele.
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Figura 6 - Atividade antioxidante do extrato do Lupulo pelo método do Complexo Fosfomolibdénio.
Médias seguidas pela mesma letra, maitGsculas para comparar as concentragdes do extrato, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

0.5 A~

Absorbancia (nm)

Vel ) SO O
PSS

Concentracio ng mL™!

Fonte: Elaboragao propria.

Observa-se que a atividade antioxidante foi maior nas concentragdes mais altas e
diminuiu consideravelmente nas concentracdes mais baixas, evidenciando atividade
antioxidante relevante na concentragio de 1000 pg mL™!. Os valores obtidos por esse método
apresentaram atividade antioxidante superior aos resultados alcangados no método do poder

redutor.

3.2.6 Teor dos compostos Fenolicos do extrato do Lupulo pelo método do Folin Cicateau

e valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrao antioxidante BHT.

Outro teste realizado para avaliar a atividade antioxidante e a quantificagdo de
compostos fendlicos totais foi a metodologia que utiliza o reagente Folin Cicateau. Trata-se de
um método que determina a concentracao total de compostos fenolicos, e estes sdo conhecidos

por seu potencial antioxidante. Os resultados obtidos estdo dispostos na Figura 7.
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Figura 7 — Teor dos compostos Fendlicos do extrato do Lupulo pelo método do Folin Cicateau e valores das
atividades antioxidantes equivalentes ao padrdo antioxidante BHT.
Médias seguidas pela mesma letra, maitGsculas para comparar as concentragdes do extrato, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: Elaboragao propria.

A atividade antioxidante permaneceu superior na concentragdo de 1000 pg mL™! e
diminuiu consideravelmente a partir da concentragdo de 500 pug mL™'. Nota-se aumento
progressivo da absorbancia comparando todas as concentragdes, sendo mais expressivo entre

as duas maiores concentracoes.

3.2.7 Teor de compostos fenolicos totais

Na tabela 2, estdo expostos os resultados da atividade antioxidante em mg EBHT g!
do método Complexo Fosfomolibdénio e do Poder Redutor e também a avaliagdo do teor de

compostos fendlicos totais em relagdo ao padrio 4cido gilico (mg EAG g).

Tabela 2. Valores do teor de compostos fenolicos totais (mg equivalente do acido galico por g do

extrato de Lupulo).

Compostos Fenolicos Poder Redutor Complexo Fosfomolibdénio

mg EAG g! mg EBHT g! mg EBHT g!
155,7+0,10 94,3 + 0,05 120,0 = 0,01

Extrato do
Lupulo
Fonte: Elaboragdo propria.

Os valores obtidos demonstram o teor de compostos fenolicos totais em relagdo ao
padrdo acido galico pelo método do Complexo Fosfomolibdénio e Poder Redutor, refor¢gando

a capacidade antioxidante do extrato de lapulo analisado.
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3.3 Estudo Computacional

Conhecendo sobre os alfa acidos presentes no extrato, avaliou-se, através do método
in silico, a capacidade dessas moléculas se ligarem ao receptor GABAa. Essa ferramenta propds

a acao de cada uma das moléculas em seu alvo de proteina em termos moleculares precisos.

3.3.1 Predicao de sitio de ligacao

Em geral, o melhor sitio ativo de ligacdo predito pelo SiteFinder é o de maior sequéncia
de aminoacidos. No receptor em estudo, 6X3Z, selecionou-se o melhor resultado entre 133
opcoes sugeridas pelo MOE. A primeira tem 313 aminoécidos em sua composicdo. A Figura
8a ilustra a superficie do sitio de ligagdo selecionado, tendo em vista toda a estrutura do

receptor, enquanto a Figura 8b foca no modelo Dummie criado com o sitio de ligagdo isolado.

Figura 8a: Estrutura do receptor GABAA, subunidade a1p2y2, PDB ID-6X3Z.

Figura 8a: A superficie destacada em tons de branco e cinza € a representacdo do sitio de ligagdo predito pela
ferramenta SiteFinder, em um contraste com a subunidade do receptor como um todo.
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Figura 8b: Estrutura isolada do sitio de ligagdo predito.

Figura 8b: As esferas em cinza e vermelho ¢é a representagdo da sequéncia do mesmo gerada pelo SiteFinder e
isolada através da cria¢do de dummies.

3.3.2 Docking molecular

O processo de docking foi realizado simultaneamente com a biblioteca dos trés alfa
acidos isolados no extrato. Esse mesmo receptor também foi previamente identificado como
alvo de ligantes no CBD (Ruffolo et al., 2022). Por meio de uma busca no RCSB-PDB,
localizamos com sucesso a estrutura isolada desse receptor, o que nos possibilitou seguir com
as demais analises.

Os resultados da analise de docking sdo selecionados com base na pontuacao S. Os
scores selecionados foram (S score -6,4629) para adhumulona, (S score -7,1442) para humulona
e (S score -6,6922) para cohumulona. Observa-se a partir desses resultados que a humulona
teve o melhor score entre os alfa 4dcidos avaliados.

As estruturas resultantes foram exportadas para o MOE para analise, com o objetivo
de elucidar a forma como estes compostos interagem com o receptor e as regides especificas
envolvidas. As conformagdes dos alfas 4dcidos podem ser observadas individualmente, assim
como as interagdes do ligante ao nivel dos aminoacidos entre eles e o receptor (ver Adhumulona

na Fig. 9a, humulona em 9b, e cohumulona em 9c).
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Figura 9a: Representacdo do mapa de interagdes da adhumulona, destacando-se os aminoacidos do receptor que
fazem contato direto com o ligante.

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 9b: Representacdo do mapa de interagdes da humulona, destacando-se os aminoacidos do receptor que
fazem contato direto com o ligante.

Ser Asp
409 B108

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 9c: Representagdo do mapa de interagdes da cohumulona, destacando-se os aminoacidos do receptor que
fazem contato direto com o ligante.
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Fonte: Elaboragao propria.

O residuo Arg37 desempenha um papel significativo no processo de docking ligante-
receptor, formando uma interagdao de contacto metal/ion com os trés ligantes (ver a legenda das
interagdes na Fig. 14). Na humulona, este € o Unico tipo de interagdo observado, ao passo que
a adhumulona forma uma ligagdo H-doador com o residuo Glu40 e a cohumulona estabelece
uma ligagdo metal/ion com o residuo Lys42. Por outra perspectiva, ¢ possivel destacar no
docking das trés estruturas o quanto elas estdo proximas fisicamente no sitio de ligacao (Fig.

10).
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Figura 10: Docking molecular. Estrutura dos trés alfa acidos ancorados, concomitantemente ao dummie do
receptor. Estrutura em amarelo é referente & adhumulona, estrutura em verde se refere 8 humulona, e a estrutura
em rosa diz respeito & cohumulona.

Para o CBD, aplicamos a mesma metodologia, com o interesse de verificar se as
interagdes com o receptor seguem o modelo demonstrado nos alfa acidos. A melhor posi¢ao
entre as cinco posigdes geradas pelo docking foi selecionada para esta andlise. No que diz
respeito as interacoes, salienta-se o residuo 42 de lisina, que aparece como uma interacao pi-H

com o ligante CBD (Fig. 11), e que foi previamente identificada na cohumulona.

Figura 11: Representacdo do mapa de interagdes da cohumulona, destacando-se os aminoacidos do receptor que
fazem contato direto com o ligante.
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Fonte: Elaboragao propria.
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A vizinhanga dos aminoacidos que envolvem o CBD com o ligante ¢ muito semelhante
aos residuos que também circundam os alfa 4cidos, estando claramente ancorado numa posi¢ao
semelhante a dos alfa 4acidos. Além disso, os residuos Ser69 e Asp31 sdo de interesse, uma vez
que parecem formar ligagdes doadoras de H entre si no mapa de interagdes do CBD e na
proximidade dos alfa &cidos. Esses resultados reforcam a variedade de moduladores alostéricos
positivos que atuam nos receptores GABAa, com propriedades semelhantes aos ligantes

avaliados.

Figura 12: Legenda representativa do mapa de intera¢des apresentado nas figuras 9a, 9b, 9c ¢ 12.

@) polar * sidechain acceptor O solventresidue ~ ©X© arene-arene
O acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H
O basic  ** backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy - backbone donor metal/ion contact

_proximity " ligand O receptor

contour exposure exposure

Fonte: Elaboragao propria.

3.3.3 Analise da toxicidade dos alfa acidos

A andlise de similaridade com o farmaco foi utilizada para avaliar as propriedades
ADME (absor¢ao, distribui¢do, metabolismo e excrecdo). Uma molécula é considerada ativa
por via oral se cumprir as cinco regras de Lipinski, permitindo no méaximo duas violagdes
(Lipinski et al., 2012). Essas regras indicam que o peso molecular (MW) ndo deve ultrapassar
500 g/mol, o numero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio deve ser no maximo 10, o de
doadores de ligacdes de hidrogénio deve ser até 5, o valor de LogP deve ser inferior a 5, € o
nimero de ligacdes rotativas deve ser de no maximo 10.

A ferramenta SwissADME revelou que os trés alfa acidos apresentam potencial
promissor como ativos orais, sem violacdes as regras de Lipinski (Tabela 3, Fig. 14a, 14b e
14c). Apos a andlise de similaridade com o firmaco, todos os parametros avaliados pelo
SwissADME mostraram-se favordveis, sem violagdes nas regras de Ghose, Veber, Egan e
Muegge, além de uma pontuagdo de biodisponibilidade consistente de 0,56. Ademais, nao

foram observados alertas para PAINS (compostos de interferéncia em ensaios de triagem).
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Figura 13a: Radar de biodisponibilidade predito pela ferramenta SwissADME. A esquerda temos a estrutura do
alfa acido (humulona) e a direita o radar, em que as areas em rosa representam cada propriedade, destacando-se
lipofilicidade, peso molecular, solubilidade e flexibilidade.
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Fonte: Elaboragao propria.

Figura 13b: Radar de biodisponibilidade predito pela ferramenta SwissADME. A esquerda temos a estrutura do
alfa acido (adhumulona) e a direita o radar, em que as areas em rosa representam cada propriedade, destacando-
se lipofilicidade, peso molecular, solubilidade e flexibilidade.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 13c: Radar de biodisponibilidade predito pela ferramenta SwissADME. A esquerda temos a estrutura do
alfa acido (cohumulona) e a direita o radar, em que as areas em rosa representam cada propriedade, destacando-
se lipofilicidade, peso molecular, solubilidade e flexibilidade.
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Fonte: Elaboragao propria.

Contudo, na avaliagdo de excregdo, as trés moléculas apresentaram perfis positivos de
interacdo com a glicoproteina de permeabilidade P-gp e com enzimas CYP em alguns casos
(detalhes na tabela 3). Por fim, a anélise de solubilidade indicou que humulona e cohumulona
apresentam solubilidade moderada nos parametros ESOL e Ali, enquanto a adhumulona

demonstrou solubilidade moderada em ESOL, mas fraca em Ali.



Tabela 3. Dados obtidos da predigdo das propriedades e potencial farmacoldgico dos alfa acidos através da ferramenta SwissADME

Regra dos cinco de Lipinski

Molécula m/m Ligagdes rotacionaveis  Ligacdo de receptor de H Liga¢ao de doador de H Log P

Humulona 362.46 7 5 3 3.39

Adhumulona 376.49 7 5 3 3.45

Cohumulona 348.43 6 5 3 3.11
Farmacocinética

Substrato Pgp Inibidor CYP1A2 Inibidor CYP2C19 Inibidor CYP2C9 Inibidor CYP2D6  Inibidor CYP3A4

Sim Nao Sim Sim Sim Sim

Sim Nao Nao Nao Sim Sim

Sim Nao Sim Sim Sim Sim

Violacoes

Lipinski Ghose Veber Egan Muegge Score de Bioavialiabilidade PAINS

0 0 0 0 0 0,56 0

0 0 0 0 0 0,56 0

0 0 0 0 0 0,56 0

Fonte: Elaboragdo propria.
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que o extrato de Iupulo, obtido pelo método de
extracdo utilizando hexano, apresenta expressiva atividade antioxidante, sendo possivel isolar
a partir dele altas concentragdes de resina macia contendo alfa dcidos. Além disso, demonstrou-
se, a partir do docking molecular, que os alfa dcidos podem de fato, ligar-se ao receptor GABAA,
tendo elucidado a forma como estas moléculas interagem com o receptor na posi¢ao
investigada.

O lupulo ¢ uma planta notavel entre as espécies vegetais, devido as suas propriedades
farmacolodgicas significativas, principalmente devido as inflorescéncias femininas, que contém
glandulas de lupulina. A lupulina, uma parte expressiva da resina do lipulo, compreende de 15
a 30% do peso seco das inflorescéncias (Bertelli et al., 2018). Ela pode ser subdividida em duas
categorias: resinas macias, que sdo soluveis em hexano, e resinas duras, que sio insoliveis em
hexano. As resinas macias incluem os alfa acidos e beta acidos, representados, respectivamente,
pela humulona e lupulona (Zanoli e Zavatti, 2008).

Os alfa 4cidos do lupulo sdo compostos por varias substancias, incluindo a humulona,
cohumulona, adhumulona, prehumulona e poshumulona (Fischer, 2021). A avaliacdo da
composi¢do do extrato no presente trabalho corrobora com a descri¢cao apontada no estudo de
Durello, Silva e Junior (2019), no qual descrevem a seguinte proporcao das cinco humulonas
analogas, sendo a humulona (35-70%), a cohumulona (20-55%), a adhumulona (10-15%), a
prehumulona (1- 10%) e a poshumulona (1-3%) do total de alfa 4cidos.

Estudos relatam beneficios dos compostos existentes no lipulo e o caracteriza como
uma planta com diversas propriedades de aplicacdo medicinal, destacando seus possiveis
efeitos na saude dos individuos. Um deles ¢ o fato de apresentar propriedades antioxidantes,
caracteristica que tem despertado atencdo da comunidade de investigagdo biomédica (Zugravu
et al., 2022). A atividade antioxidante estd relacionada a eficicia do lupulo em atuar na
prevencdo e/ou tratamento de diversas doengas e, ao mesmo tempo, estar isento de efeitos
colaterais importantes (Pizzino et al., 2017).

Pesquisas envolvendo antioxidantes de fontes naturais aumentaram no final do século
20 e inicio do século 21, e continuam a crescer no Brasil € no mundo, devido aos beneficios
associados ao consumo dessas substancias para a saude (Soares, 2022). O mais recente
langamento no mercado, envolvendo produto antioxidante a base de lupulo, ¢ a dgua lupulada,
que tem atraido consumidores por oferecer os beneficios das propriedades antioxidantes do

lupulo sem o sabor amargo e o teor alcoolico presentes na cerveja (Santos et al., 2023).
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O incentivo ao consumo dos compostos antioxidantes através da alimentagdo ou sua
suplementagdo ¢ crescente, ¢ visa contribuir com o equilibrio redox enddgeno em seres
humanos, pois apresentam a capacidade de retardar ou inibir a oxidacao de diversos substratos,
oferecendo assim, uma importante protecao para o organismo humano (Podsedek et al., 2007).

A busca crescente pela determinagdo do potencial antioxidante de diferentes
compostos naturais para o desenvolvimento de produtos com propriedades benéficas tem como
aliada diferentes metodologias para a determinacao da capacidade antioxidante. Dessa forma,
considerando as vantagens e aplicabilidade de cada tipo de método, recomenda-se a utilizacao
de dois ou mais métodos, pois uma técnica aplicada isoladamente ndo ira refletir a capacidade
antioxidante total de uma amostra (Sucupira et al., 2012). De acordo com o preconizado, nosso
estudo analisou a atividade antioxidante do extrato de Iupulo através de diferentes tipos de
métodos.

Os resultados obtidos nos métodos analisados demonstraram que o extrato de lapulo
apresentou importante atividade antioxidante. Estudos anteriores confirmam este achado
(Almeida, 2019; Arruda, 2020; Astray, 2020; Nascimento, 2023; Niknejad et al., 2015 e
Santana, 2020), ressaltando a variedade de compostos envolvidos no efeito antioxidante do
lupulo. Em geral, observou-se efeito concentragao-dependente, mostrando que, quanto maior a
concentragdo de extrato, maior o efeito antioxidante.

Os valores observados da atividade antioxidante em nosso estudo, por meio do método
DPPH, corrobora com o estudo de Silva e colaboradores (2022) que avaliaram a atividade
antioxidante de extratos de diferentes variedades de lupulo. Uma das variedades analisadas, na
concentragio de 1000 pg mL™!, exibiu atividade antioxidante (86,17%), enquanto nosso extrato,
na mesma concentracdo, apresentou atividade antioxidante (85,34%). Esse estudo também
demonstrou que o aumento da concentracao levou a uma maior atividade antioxidante em todas
as variedades de lupulo testadas.

Em relagdao ao método ABTS, observa-se uma atividade antioxidante mais expressiva,
em especial se comparado com as menores concentragdes (31,25; 62,5; 125 e 250 pg mL™).
Esses achados sdo corroborados por estudos anteriores, como em Nascimento (2023) e Santana
(2020). Este método utiliza o radical ABTS e reforca os resultados de DPPH ao fornecer uma
perspectiva adicional da capacidade antioxidante. Essa abordagem complementar permite uma
avaliacdo da eficacia dos extratos de lupulo em neutralizar radicais livres e € considerada, do
ponto de vista metodoldgico, uma dos mais faceis, precisas e reprodutivas na avaliagdo da

atividade antioxidante de extratos vegetais (Alves et al., 2010).
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Ao analisar o comportamento da absorbancia pelo método do Poder Redutor e do
Complexo Fosfomolibdénio, em relagdo ao acréscimo da concentragdo, foi possivel perceber
uma tendéncia de aumento, porém discreta nas menores concentragdes. No entanto, mais
significativa nas concentra¢des de 250 ug mL™" e 500 ug mL™".

O estudo de George, Corina e Gheorghe (2015) realizou o ensaio de fosfomolibdénio
do extrato de lupulo e constatou sua capacidade antioxidante total superior ao extrato de mirtilo,
que apresenta uma concentracdo maior de compostos fendlicos comparado ao lapulo. Esse
resultado corrobora com o vigente estudo, pois o extrato apresentou atividade antioxidante.
Essa capacidade antioxidante também foi mencionada no estudo de Niknejad e colaboradores
(2015), ao descrever a habilidade do extrato de lupulo em doar elétrons para a redugdo do
complexo Fe** ferricianeto para Fe?* ferrocianeto, assim como o presente trabalho, pois os
resultados indicam tal atividade no método do Poder Redutor.

Os valores obtidos da avaliagdo dos compostos fenolicos totais demonstram o
potencial antioxidante do nosso extrato, que apresentou resultados superiores a outros estudos.
O estudo de Silva (2020) quantificou os compostos fendlicos em folhas de H. /upulus e obteve
um teor de 91,85 mg EAG g'!. Enquanto o estudo de Arruda e colaboradores (2021) analisou
extratos hidroetandlicos em duas variedades de lapulo e o maior valor obtido do teor de
compostos fendlicos foi 35,10 EAGg!. Também é importante ressaltar que os estudos
mencionados utilizaram metodologias de extracdo e solventes distintos ao empregado em nosso
estudo.

Nesse contexto, vale destacar varios fatores relevantes para a obten¢ao dos resultados
do presente estudo, sendo um deles o preparo do extrato utilizando-se pellets. Almeida e
colaboradores (2019) atribuem a expressiva atividade antioxidante de seu extrato a utilizagdo
de pellets para seu preparo. Segundo os autores, isto garante a maxima integridade dos
compostos presentes no lupulo, consequentemente, impacta em sua atividade antioxidante.

Outro aspecto que deve ser enfatizado em nosso estudo ¢ o método de extracao do
lupulo, no qual foi utilizado um solvente apolar, que alterou de forma expressiva os resultados
obtidos. Nosso extrato demonstrou atividade antioxidante superior em uma concentragao
significativamente inferior aquela observada em estudos anteriores, cujos métodos de extracao
foram agitagdo magnética, ultrassom e a frio, utilizando solvente aquoso (Teixeira et al., 2024).

A utilizagdo de método distinto em nosso extrato contribuiu para a formacao de um
extrato com elevada concentragdo de alfa acidos, em especial a humulona, a qual apresenta
atividade quelante de metais, como ferro e cobre, o que ajuda a diminuir a formagao de espécies

reativas de oxigénio catalisados por esses metais (Durello; Silva; Junior, 2019). Assim, a
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selecdo da tecnologia de extragdo adequada, bem como do solvente apropriado, ¢ fundamental,
pois os métodos de extracdo podem desempenhar um papel importante no nivel e nos tipos de
antioxidantes obtidos (Astray et al., 2020).

Desta forma, o poder antioxidante do lipulo demonstrado em nosso extrato, pode
favorecer e beneficiar o tratamento de diversas condigdes clinicas que acometem o SNC. Com
efeito, o cérebro ¢ particularmente vulneravel a eventos de estresse oxidativo, visto que ¢
responsavel pelo consumo de 20% de todo o oxigénio advindo da respiragdo. Esse fato justifica-
se pela sua alta atividade metabolica e demanda energética, além de apresentar grande nlimero
de mitocondrias. Além disso, o0 SNC ¢ repleto de acidos graxos insaturados e rico em ferro, o
que proporciona um ambiente molecular propicio a peroxidagao lipidica. Outra caracteristica
relevante ¢ o fato do cérebro manter baixos niveis de antioxidantes, principalmente o
hipocampo, o que demonstra baixa capacidade de reparo (Rosa, 2020).

Entre os danos neurologicos associados ao estresse oxidativo, estudos apontam a
epilepsia e a refratariedade ao seu tratamento farmacologico (Bellissimo et al., 2001; Cardenas
et al., 2013). Além disso, descrevem a piora da crise epiléptica e a progressao da epilepsia aos
achados de elevagdo da peroxidacdo lipidica, diminui¢do de enzimas antioxidantes e
superproducao de espécies reativas de oxigénio. Portanto, relacionam o estresse oxidativo como
importante componente da epileptogénese (Liu et al., 2010). Assim, considerando o importante
papel do estresse oxidativo na geracdo de crises epilépticas, ¢ importante avaliar compostos
com elevada capacidade antioxidante, a fim descobrir novas abordagens terapéuticas para a
epilepsia, como o extrato avaliado pelo nosso estudo.

Tendo em vista a presenca da humulona em nosso extrato e a predominancia da mesma
em relacdo aos demais alfa &cidos, acredita-se em sua promissora atividade GABA¢érgica. O
estudo de Benkherouf e colaboradores (2020) demonstrou que a humulona potencializa as
correntes induzidas por GABA nos receptores alB3y2, confirmando a modulagdo alostérica
positiva da humulona sobre o receptor GABAA e seu comportamento sedativo e hipnotico. O
mesmo estudo descreveu a possibilidade da presenca dos alfa acidos cohumulona e
adhumulona, que sdo estruturalmente muito semelhantes a humulona, exibirem efeitos
modulatdrios fracos nos receptores GABAA4, e, potencialmente, competirem pelo mesmo sitio
de ligacao da humulona, reduzindo sua poténcia.

Assim, a partir das evidéncias ja existentes, investigamos, através do método in silico,
a capacidade de ligagao dos alfa acidos ao receptor GABA em sua subunidade mais abundante
alPB2y2. O método de docking prediz que ocorre a ligagdo dos alfa 4cidos isolados do extrato

com o receptor GABAA e a forma como estes compostos interagem com o receptor na posi¢ao
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investigada. Evidenciou-se, pela primeira vez, a predicdo da ligacdao dos trés alfa 4cidos no
mesmo sitio ativo predito do receptor, entretanto, estabelecendo tipos de ligacdes distintos entre
si. A partir desta observacao, ¢ possivel postular que cohumulona e adhumulona sao capazes
de interferir na ligacdo da humulona ao receptor GABAA4, reduzindo a poténcia deste ultimo,
conforme observado no estudo de Benkherouf ¢ colaboradores (2020).

Em relagdo a estrutura do receptor GABA 4, sabe-se que, como muitos outros canais
dependentes de ligantes, ¢ um heteropentamero que apresenta um total de vinte subunidades
(Perucca; Bialer; White, 2023), as quais se reinem em combinagdes limitadas para formar
receptores funcionais. A isoforma sindptica predominante compreende duas subunidades al,
duas subunidades B2 e uma subunidade y2. A combinacdo das subunidades a1B2y2 do receptor
GABAA ¢ a mais abundante (60%), e medeia efeitos sedativo, amnésico e antiepiléptico de
agonistas benzodiazepinicos, porém, as combinagdes 0233y2 (15-20%) e a3p3y2 também sdo
altamente prevalentes. Essa complexa montagem de subunidades lhe confere uma rica
farmacologia (Zhu et al., 2018).

Considerando a complexidade envolvida entre a ligacdo de um ligante e seu receptor,
chama a aten¢do para a ligacdo do residuo Arg37 exclusivamente na ligagdo realizada pela
humulona e o receptor GABAAa. Este residuo foi descrito no estudo de Hibbs e Gouaux (2011),
presente na alca G com relevante papel na ativagdo do canal de cloreto a (GluCl) controlado
por glutamato de Caenorhabditis eleganse. Nesse estudo, observou-se a localizagdo desse
aminodcido em elementos da estrutura da proteina diretamente conectados ao poro do canal
i06nico, o que favorece a abertura dos canais de cloro, envolvido na ativagdo do receptor, mas
nao na ligacao aos receptores GABAA.

Outro estudo mais recente também atribui importancia semelhante ao Arg37 e destaca
que a alga G da subunidade a do receptor GABAA contribui com residuos para a interface
complementar proxima ao local de ligacdo ortostérica nos receptores heteropentaméricos
GABAA. O alinhamento revela que a subunidade a1 Thr47 ¢ totalmente conservada entre todas
as subunidades o do GABAA na posi¢ao equivalente a de Arg37 (Baptista-Hon; Gulbinaite;
Hales, 2017).

De modo semelhante aos alfa acidos estudados, o CBD, descrito como agente
antiepilético (Gobira ef al., 2015; Morano et al., 2016; Radwan, 2015; Romano e Hazekamp,
2013), ¢ referido, em varios estudos recentes, como modulador alostérico positivo do receptor
GABAA (Ruffolo et al., 2022; Bakas et al., 2017). De fato, um estudo recente relatou que a
administracdo concomitante de CBD e clobazam apresentou maior poténcia antiepiléptica,

comparada ao uso isolado do clobazam, por aumentar significativamente a transmissao mediada
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pelo receptor GABAA (Anderson et al., 2019). Estudos afirmam, ainda, que a eficacia do CBD
no tratamento da epilepsia estd muito relacionada a sua mediagdo GABAérgica (Morano et al.,
2016; Ruffolo et al., 2018).

Através do docking molecular, presumimos o sitio de ligagdo do CBD no receptor
GABAA. Importante ressaltar que nosso estudo sugeri que a ligacdo do CBD ocorre na
proximidade de ligacao dos alfa 4cidos ao receptor (al1B2y2). Observamos, ainda, semelhanga
entre a vizinhang¢a dos aminoacidos que envolvem o CBD com o ligante aos residuos que
circundam os alfa acidos.

Como descrito anteriormente, em vista da necessidade de se associar farmacos para
uma melhor resposta terapéutica, ¢ importante considerar os parametros dindmicos € cinéticos
que possibilitem uma combinacdo sinérgica de drogas, bem como reducdo de efeitos colaterais
que possam otimizar as terapias atualmente empregadas (Lee, 2014). Nesse contexto, estudos
descrevem o lapulo como uma alternativa segura e eficaz para o desenvolvimento de fArmacos
(Zanoli e Zavatti, 2008), corroborando com os resultados do nosso estudo.

Entretanto, € preciso ressaltar as ligacOes estabelecidas, em especial pela humulona,
com o substrato da proteina Pgp, e na inibi¢do das enzimas CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e
CYP3A4, conforme demonstramos. Esse achado sugere potencial alvo de interagdo
farmacologica, porém estudos futuros sdo necessarios para maiores elucidagdes. Desta forma,
os achados do presente estudo apontam para uma investigagdo promissora do lupulo no

tratamento da epilepsia.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato de lupulo desenvolvido nesse estudo destaca-se por sua
importante atividade antioxidante e elevada concentrag¢do de alfa dcidos. Além disso, nossos
resultados predizem que ha ligagdao dos alfa acidos ao receptor GABAA4, 0 que sugere que o
lupulo apresenta grande potencial para ser utilizado no tratamento da epilepsia.

Assim, esse estudo mostra-se inovador ao propor a investigacdo de uma terapéutica
alternativa que seja capaz de prevenir e ou tratar a epileptogénese e suas consequéncias

deletérias, sendo importante a realizagcdo de estudos futuros para comprovar tal efeito.
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APENDICES

Apéndice A - Espectro de RMN-'*C do extrato.
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Apéndice B - Expansio (154-218 ppm) de RMN-"*C do extrato.
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Apéndice C - Expansio (102-248 ppm) do espectro de RMN-'*C da amostra.
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Apéndice D - Expansdo (5-80 ppm) do espectro de RMN-13C da amostra.
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