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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA DOS
COMPOSTOS (+)-NOOTKATONE E (+)-VALENCENE EM CAMUNDONGOS
1

Kaio Jefté Santos de Oliveira Dias*
Lindaiane Bezerra Rodrigues Dantas?

RESUMO

A avaliacdo da inflamacdo dos compostos Nootkatone e Valencene em camundongos,
identificando os efeitos auti-inflamatorios mediados pelos compostos Nootkatone e
Valencene. Para 0s ensaios experimentais foi utilizada droga farmacol6gica como controle
positivo: dexametasona por via topica. Sendo usado o dleo de créton um agente flogistico
bem como, os sesquiterpenos (+)-Valencene e (+)-Nootkatone. O preparo das drogas foi
utilizado agua destilada e acetona, administrados por via oral e via topica. Para os teste foram
utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss, machos adultos, pesando entre 25-30 g,
distribuidos em grupos testes e grupo controle. Avaliando a atividade antiflamatoria topica do
Valenene e Nootkatone em camundongos. A dexametasona apresentou 90,2% da reducéo do
edema provocado pelo 6leo de Croton, enquanto que a dose de 300mg/kg da Nootkatone
mostrou 32,4% da reducao, para a dose de 100mg/kg foi reduzido 21,2% e a dose de 10mg/kg
30%. Em relacdo ao Valencene a dose de 300mg/kg reduziu 38% do edema sendo uma
resposta melhor que a dose de 100mg com redugéo de 20,5% e sem apresentar diferenca com
a solucdo salina, contudo a dose de 10mg/kg reduzindo 23,5% mostrou resultado significativo
semelhante a dose de 300mg/kg levando em conta sua eficacia. Obtendo acdo antiinflamatdria
apos realizacdo dos testes mesmo ndo mostrando resultados com significativos como

apresentados por drogas conhecidas.
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EVALUATION OF TOPICAL ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF COMPOUNDS
(+) - NOOTKATONE E (+) - VALENCENE IN MICE

ABSTRACT

The evaluation of the inflammation of the Nootkatone and Valencene compounds in mice,
identifying the auti-inflammatory effects mediated by the Nootkatone and Valencene
compounds. For the experimental trials pharmacological drug was used as a positive control:
dexamethasone topically. Chronotron oil is used as a phlogistic agent as well as the
sesquiterpenes (+) - Valencene and (+) - Nootkatone. The preparation of the drugs was
distilled water and acetone, administered orally and topically. For the tests, Swiss males (Mus
musculus), adult males, weighing between 25-30 g, were distributed in test groups and control
group. Evaluating the topical anti-inflammatory activity of VValenene and Nootkatone in mice.
Dexamethasone presented 90.2% of the reduction of edema caused by Croton oil, while the
Nootkatone 300mg / kg dose showed 32.4% of the reduction; at the dose of 100mg / kg it was
reduced by 21.2% and dose of 10mg / kg 30%. In relation to Valencene the dose of 300mg /
kg reduced 38% of the edema being a better response than the dose of 100mg with a reduction
of 20.5% and without presenting difference with the saline solution, however the dose of
10mg / kg reducing 23, 5% showed a significant similar result to a dose of 300mg / kg taking
into account its efficacy. Obtaining anti-inflammatory action after performing the tests even
though not showing results with significant as presented by known drugs.

Keywords: Nootkatone, Inflammation, Valencene.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento a respeito da utilizacdo de plantas medicinais vem sendo obtida
desde a antiguidade e mantida por muitos, sendo por muitas vezes a Unica forma terapéutica
ou ate um complemento as metodologias de tratamento mais modernas. Esses vegetais mesmo
ndo possuindo seus compostos elucidados em rétulos sdo frequentemente recomendados
devido as suas propriedades.( ARNOUS, SANTOS, BEINNER, 2005)

A populacdo tenta promover uma melhora em sua qualidade de vida por meio da
observacao e tentativa, 0 que esta relacionado ao empirismo, o ser humano usa da natureza
para sobreviver, fazendo uso das plantas que estdo ao seu alcance (ALMEIDA, 2011). O
saber medicinal estimula o interesse dos cientistas no intuito de buscar mais sobre a
multidisciplinaridade relacionada ao uso das plantas medicinais (MACIEL; PINTO; JUNIOR,
2002; JUNIOR, PINTO, 2005).

Com o passar dos anos a busca por novas moléculas para o tratamento de diversas
patologias cresce cada vez mais. Muito se é descoberto estudando constituintes metabolitos
provenientes de plantas com o auxilio da identificacdo quimica dos compostos onde boa
parcela apresenta relevancia farmacologica. Com o surgimento da necessidade a ciéncia é de
certa forma forcada a buscar a unido daquilo que a natureza oferece com a evolucdo das
pesquisas (CARTAXO, SOUZA, ALBUQUERQUE, 2010; FOGLIO et al., 2006; SANTANA
etal., 2016).

Mesmo que seja de origem natural, a utilizacdo dessas plantas pode trazer riscos a
salde como a toxicidade devida interacbes dos componentes vegetais, bem como interacdo
medicamentosa ou alimentar, havendo ainda relacdo com os aspectos do individuo
(BALBINO, DIAS M. F., 2010).

A partir do metabolismo secundario dos vegetais substancias complexas sao
produzidas tendo elas caracteristicas volateis, comumente apresentando-se de forma liquida e
com odor (MILLEZI et al., 2014), também conhecidos como Oleos essenciais, que em sua
composigdo existem monoterpenos, sesquiterpenos, além de conter ésteres e outras moléculas
com atividades bioativas (VI1ZZOTTO, 2010). Os 6leos essenciais sdo constituidos de uma
combinacdo complexa de compostos volateis que em sua totalidade possuem caracteristica
aromatica sendo extraidos de plantas, possuindo como caracteristica fundamental a
capacidade de volatilizacdo, ndo manifestando funcdes bem estabelecidas nos produtores
(SIMOES et al., 2017

Nootkatone é uma substancia de origem organica que foi obtida inicialmente a partir



do interior do Cedro do Alaska da classe das cetonas fazendo parte do grupo dos terpenoides e
uma grande subclasse denominada de sesquiterpeno (LEONHARDT; BERGER, 2014). Esse
composto € obtido por meio da metabolizacdo do Valencene, um precursor imediato e
presente em grande quantidade no 6leo obtido da casca da laranja, uma substancia também
achada no suco de toranja (SOWDEN et al., 2005). Assim como o valenceno a nootkatona é
utilizada como aromatizante para bebidas, estando em meio aos terpenos como 0s mais
usados em escala industrial, sendo o valenceno extraido por meio de destilacdo a vapor
(BEEKWILDER et al., 2014).

O metabolismo do Valencene em Nootkatone pode ser dado pelo conjunto de enzimas
citocromo P450 que podem ser encontrados tanto nos eucariontes como nos procariontes, no
entanto os métodos de bioconversdo executados ndo mostraram resultados satisfatorios
(GAVIRA et al., 2013).

Alguns estudos mostraram que a Nootkatone apresentou acdo contra a agregacao
plaquetaria, promovendo um aumento do tempo de sangramento (SEO et al., 2011); mostrado
que por meio do extrato etanolico do Cyperus rotundus possuindo compostos provenientes da
classe dos sesqueterpenos como a nootkatone e valenceno pode demonstrar blogueio na
sintese de leucotrienos e estimulado por 5-lipoxigenase em células de leucemia basofilica de
ratos (RBL) -1, além de promover o bloqueio da liberagdo da B-hexosaminidase pelas células

RBL-2H3 possuindo o valenceno o maior efeito inibitorio (JIN et al.,2011).

2 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo pré-clinico experimental randomizado com abordagem
guantitativa onde para os ensaios experimentais foi utilizada droga farmacoldgica como
controle positivo a dexametasona usada de forma topica nos animais, que foi adquirida pelo
laboratério Eurofarma. Os agentes flogisticos 6leo de créton adquirido pela Sigma-Aldrich
Corporation (St. Louis, MO, EUA), bem como, os sesquiterpenos (+)-Valencene e (+)-
Nootkatone. Para preparo das drogas foram utilizados agua destilada e acetona por via topica.

Foram utilizadas para os ensaios experimentais, a espécie de camundongos Swiss (Mus
musculus), com massa corpérea entre 25-30g. Estes animais foram cedidos pelo Biotério da
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e monitorados no Biotério Experimental
da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de biosseguranca para biotérios
e bioéticas (BAZZANO, 2006). Os mesmos foram acondicionados em gaiolas de

polipropileno e serdo mantidos em ambiente com temperatura entre 23 + 1° C, ciclo
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claro/escuro de 12 h e com &gua e racédo ad libitum (LAPA et al, 2008).

Para a determinacdo eficacia da substancia foram utilizados grupos de camundongos
(n=6) que tiveram suas orelhas tratadas, via topica com 20uL (10ul na regido interna e 10uL
na regido externa da orelha) na orelha direita e esquerda. Apos 30 minutos foi aplicado
topicamente o agente flogistico — dleo de croton a 5% na orelha direita e acetona na orelha
esquerda. Apds 6 horas, os animais foram anestesiados e eutanasiados, para retirada de discos
de 6mm de didmetro das orelhas por meio de um punch (perfurador de couro metélico) para

avaliacdo do edema através do peso das orelhas em balanca analitica.

Avaliacdo do edema: MOD — MOD x 100
MOE

Os dados foram analisados a partir da descri¢do das observagdes encontradas durante o
teste da DL50 na tabela de Malone. Utilizando os programas Prisma e Anova para analisar 0s
dados obtidos. Onde as doses para testes posteriores foram definidas a partir do nimero de
mortes e determinagdo da DL50.

Os testes laboratoriais, tdo-somente, foram desenvolvidos mediante aprovagédo do
Comité de Etica. Para tanto, a proposta da pesquisa esta em conformidade e foi conduzida em
estrita obediéncia com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo
animais ndo humanos (Guide for the care and use of laboratory animals, do NIH - National
Institute of Health - EUA, 1996; Lei Federal n° 11.794/2008; Principios Eticos da
Experimentagdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA); e
integridade da fauna e flora (Lei Federal n°® 9605/1998) (BRASIL, 2008; BAZZANO, 2006;
MACHADO et al, 2006; BRASIL, 1998).

Este projeto foi submetido a aprovacdo pelo Comité de Eticano Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Regional do Cariri (URCA), credenciado pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP), pelos termos da Portaria 196/96 do Conselho Nacional de
Salde (CNS).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o processo inflamatorio muitas vias, sendo elas tanto intercelulares como as intracelulares

sdo ativadas no intuito de recuperar e também manter a 0 homeostasia. Neste processo, celuas séo



requeridas e possuem papel important,sendo elas : neutréfilos, mondcitos, linfdcitos, células
dendriticas.O sistema imune é de suma importancia, bem como a ativagdo das vias inflamatérias e a
postrior ou simultanea liberacdo de mediadores inflamatérios (PARISI et al., 2017).

A utilizacdo do teste que mede o grau de edema de orelha ( mouse ear swelling test — MEST),
guando comparado a testes antigos que usavam o Cavia porcellus ( poquinho da inidia) mostra que o
MEST é mais rapido com gastos menores alem do nimero de animais menor para o estudo e objetiva
avaliar a sensibilizagdo. Esse protocolo de edema de orelha é importante na constatacdo de alérgenos
(PAESE,2008).

Estudos feitos utilizando o oleo essencial da planta Cyperus rotundus , planta essa que
possui em sua composicdo componentes da mesma classe dos compostos Nootkatone e
Valencene mostraram uma significativa capacidade de reduzir a inflam¢do causada em
camundongos( BIRADAR et al., 2010).

Em um estudo realizado pelo departamento de farmcaologia da universidade de medicina
no iraque mostrou que a inflamag&o foi produzida pela carragenina em ratos e comparada com grupos
tratados com salina e aspirina comprovou resultados sugerindo que o extrato metanélico de rizomas
de Cyperus rotundus, outra importante fonte dos sesquiterpenos poderia ser usada para o desenvolvido
de antiinflamatdrios candidatos para o tratamento de doengas com processos inflamatorios mediadas
producdo de oxido nitrico (NO) e O2 ( AL-SNAFI, 2017).

O presente trabalho demostra com auxilio de outros estudos e pesquisadores que avaliaram a
atividade anti-inflamatoria da planta Cyperus rotundus que possui em sua composi¢do a Nootkatone e
Valencene e demonstraram a capacidade do efeito inibitorio de compostos dessas plantas sobre a
producdo de oxido nitrico (NO), como foi relatado por exemplo no trabalho executado por Jung et al.,
(2013) onde puderam comprovar a efetivacdo inibitéria da Cyperus rotundus sobre a producdo de NO
em células RAW 264.7 submetidas a tratamento com fracdo isolada n-hexano dessa planta.

Para a investigacdo do efeito antiinflamatério foi utilizada a metodologia de inducgéo
do edema de orelha por 6leo de Croton em camundongos, sendo estes previamente tratados
CcOm 0S compostos.

Na figura 1 os animais foram pré-tratados com Nootkatone nas doses de 300,100 e 10
mg/kg. Para controle foi usada a Dexametasona que apresentou 90,2% da reducdo do edema
provocado pelo 6leo de Croton, enquanto que a reducdo do edema provocado pela dose de
300mg/kg da Nootkatone mostrou 32,4% da reducdo, para a dose de 100mg/kg foi reduzido
21,2% e a dose de 10mg/kg 30%. Demonstrando que as doses administradas da substancia
ndo apresentaram relevancia significativa quando comparada a droga controle.

Para a figura 2 os animais foram pré-tratados com Valencene com doses de 300, 100, e

10mg/kg seguindo o uso da Dexametasona como droga controle, sua reducéo foi de 89,8% do
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edema. Para a dose de 300mg/kg houve uma reducéo de 38% do edema sendo uma resposta
melhor que a dose de 100mg com uma reducdo de 20,5% e sem apresentar diferenca com a
solucdo salina, contudo a dose de 10mg/kg reduzindo 23,5% mostrou resultado significativo

semelhante a dose de 300mg/kg levando em conta sua eficacia.

Atividade Anti-inflamatdria topica:
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FIGURA 1: Edema de orelha induzido por aplicagdo topica de 6leo de crotén. Resultado do valor médio do
volume das orelhas apds quatro horas com animais pré-tratados com NOOTKATONE. Percentual médio
referente & massa final (peso em gramas) das orelhas de camundongos. a4 = p < 0,0001 vs salina; a3=p<0,001 vs
salina; al=p< 0,05 vs salina. ANOVA seguida do Teste de Tukey.
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FIGURA 2: Edema de orelha induzido por aplicacdo topica de 6leo de crotén. Resultado do valor médio do
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volume das orelhas ap6s quatro horas com animais pré-tratados com VALENCENE. Percentual médio referente
a massa final (peso em gramas) das orelhas de camundongos. a4 = p < 0,0001 vs salina; a3=p<0,001 vs salina;
al=p< 0,05 vs salina. ANOVA seguida do Teste de Tukey.

4 CONCLUSAO

ApoOs os testes realizados pode ser visto que com relacdo a inflamacdo foi mostrado
que ndo houve diferenca significativa dos resultados quanto a droga ja usada, sendo
necessario o desenvolvimento de mais pesquisas relacionadas aos mecanismos aos quais 0s

compostos podem estar envolvidos no processo da inflamacéo.
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