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RESUMO

O Trans-anetol € o principal constituinte do 6leo essencial de algumas plantas
aromaticas. Estudos mostram que o0 anetol apresenta propriedades
antifingicas, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria e antinociceptiva. O
exato mecanismo envolvido nesses efeitos ainda ndo esta completamente
elucidado. Muitos compostos isolados de plantas como mentol, cinamaldeido,
capsaicina, dentre outros, que apresentam fragrancia agradavel, sabor picante
ou adocicado foram descobertos como alvos de receptores de potencial
transitério (TRPs). Com isso, o objetivo foi investigar o envolvimento dos
receptores TRPV1 e TRPAL nos efeitos farmacoldgicos produzidos pelo trans-
anetol. O efeito nociceptivo foi avaliado aplicando, em camundongos, uma
injecdo intraplantar do composto em diferentes doses (100 nmol, 250 nmol e
500 nmol/20 pL/pata). Logo apds a injecdo, o tempo gasto pelo animal
lambendo ou mordendo a pata foi avaliado durante 20 minutos. Para analisar o
envolvimento dos receptores TRPV1 e TRPAL, os antagonistas destes
receptores, capsazepina (10 nmol e 30 nmol/20 uL/ pata) e HC030031 (100
Hg/20 pl/pata) respectivamente, foram co-injetados com o anetol. O edema de
orelha foi induzido pela aplicacao tépica de anetol em diferentes concentracdes
(200 mM, 500 mM e 1000 mM/20 pL/orelha). A fim de avaliar o envolvimento do
receptor TRPA1 na resposta edematogénica, animais foram pré tratados 15
minutos antes da aplicacdo de anetol (500 mM/20 pL/orelha) com HC030031
(300 nmol/20 uL/orelha). Com propoésito de investigar se repetidas aplicacdes
de anetol, alil isotiocianato ou capsaicina causaria dessensibilizagdo para o
efeito edematogénico, a orelha de camundongos foi tratada topicamente no 1°
e 3° dia com anetol (500 mM/20 pL/orelha), capsaicina (200 pg/20 pL/orelha)
ou alil (1 M/20 uL/orelha). Foi observado que o anetol, nas doses de 250 nmol
e 500 nmol/20 pL, promove nocicepcao (22,5+5,3 s e 47,8119 s,
respectivamente). O antagonista do receptor TRPAL foi capaz de abolir essa
resposta nociceptiva (96,2+2%). Contudo, a capsazepina, em as ambas doses
testadas, ndo inibiu a nocicepcao induzida pelo anetol. A aplicacédo tépica de
anetol na orelha de camundongos foi capaz de induzir a formacdo de edema
em todas doses testadas (0,032+0,005 mm, 0,118+0,01 mm, 0,128+0,027 mm,
respectivamente) quando comparado ao seu veiculo (0,007£0,005 mm). Os
animais que foram pré tratados com HC030031 apresentaram uma inibicdo da
resposta edematogénica (44,6+9,9%). Em orelhas pré-tratadas com anetol no
1° dia, a resposta edematogénica no 3° dia induzida pelo anetol, pela
capsaicina ou pelo alil foi reduzida em aproximadamente 69,2+7,7%, 50+3,3%
e 37,5+7,8%, respectivamente. Os animais que foram pré-tratados no 1° dia
com a capsaicina também apresentaram inibicdo do edema induzido pela
capsaicina ou anetol (60£9,7%, 94,9+3,4%, respectivamente). E por fim, os
camundongos tratados no dia 1 com alil, apresentaram no dia 3 reducédo de
36,9t119% e 51,2+7,4% do edema causado pelo all e anetol,
respectivamente. Desta forma, o receptor TRPAL1 parece estar envolvido na
resposta nociceptiva e edematogénica promovida pelo anetol. Além disso, a
resposta antiedematogénica induzida por este composto ocorre, possivelmente,
por dessensibilizagcdo, respectivamente, de neurdnios sensoriais que
expressam TRPs.

Palavras-chave: trans-anetol; TRPV1; TRPAL.



ABSTRACT

Trans-anethole is a substance naturally found in anise, star anise and fennel
essential oils. Several studies have shown that anethole may present
antifungal, antibacterial, anti-inflammatory and antinociceptive properties but the
responsible mechanisms for these effects are still unclear. Many plant-isolated
compounds that have sweet or spicy tasty have been discovered to be targets
for Transient Receptor Potential channels (TRPs). Considering these
similarities, we hypothesized that TRPV1 and TRPA1 could be involved in the
pharmacologic actions of anethole. The nociceptive response, ear edema as
well as sensitization/desensitization process after topical application of anethole
or capsaicin in mice was analyzed. The nociceptive behavior was evaluated
during 20 minutes after intraplantar injection (100, 250 and 500 nmol/20 ul/paw)
of anethol. Additional experiments involved intraplantar treatment with TRPA1
or TRPV1 antagonist, HC-030031 (300 pug/20 pl/paw) or capsazepine (10 nmol
and 30 nmol/20 ul/paw). The ear edema was induced by anethole (200, 500
and 1000 mMI/20 pl/ear) topical application, and the measures were made after
30, 60, 90 and 120 minutes. We also investigated whether repeated ear
exposure to anethole or capsaicin could induce the sensitization/desensitization
process to its edematogenic effect. Thus, mouse ears were topically pretreated
on days 1 and 3 with anethole (500 mmol/20ul/ear) or capsaicin (200 ug/20
pl/ear) in separate groups. After 3 days, the animals in each group were
challenged with anethole (500 mmol/20 pl/ear) or capsaicin (200 pg/20 pl/ear)
and the development of edema was assessed. The same protocol was
repeated with allyl isothiocyanate. The intraplantar injection of anethole
promoted nociception (22.5£5.3 s and 47.8+11.9 s) only in the higher doses
(250 and 500 nmol/20 pL, respectively) as compared to vehicle (0.8+0.2 s). The
HC030031 administration was able to reduce this response by 96.2+2%.
Topical application of anethole (all doses tested) induced edematogenic
response (0.032+0.005 mm, 0.118+0.01 mm, 0.128+0.027 mm, respectively),
compared to vehicle (0.007£0.005 mm). In ears pre-treated with anethole on
days 1, the edematogenic response of anethole, capsaicin or allyl
isothiocyanate on day 3 was significantly inhibited (69.2+7.7%, 50£3.3%,
37.5+7.8% of reduction, respectively). In addition, pretreatment with capsaicin
on day 1 also reduced the edema evoked by capsaicin or anethole on day 3
(60+£9.7%, 94.9+3.4% of reduction, respectively). In the same way, allyl
isothiocyanate was able to inhibited allyl or anethole induced edema on day 3,
by 36.9+11.9% and 51.2+7.4%, respectively. Anethole promote nociception
response, at least, by TRPA1l activation. The edematogenic and anti-
edematogenic response induced by anethole appear occur by activation and
desensitization, respectively, of TRP-expressing sensory neurons.

Key-words: trans-anethole; TRPAL; TRPV1.
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1. INTRODUCAO

O trans-anetol € um composto aromatico, presente no 6leo essencial de
plantas como a erva doce, o anis estrelado e o elemi. Estudos realizados,
confirmam que este composto promove efeitos benéficos e terapéuticos por
apresentar atividade anti-inflamatéria, antibacteriana, gastroprotetora, dentre
outras (Freire et al. 2005; Yang et al., 2010). Contudo, o exato mecanismo pelo
qual o anetol produz seus efeitos ainda nao foi elucidado.

Interessantemente, muitos compostos isolados de plantas como mentol,
canfora, cinamaldeido, capsaicina, dentre outros, que também apresentam
fragrancia agradavel, sabor picante ou adocicado foram descobertas como
sendo alvos de canais i0nicos conhecidos como receptores de potencial
transitorio (TRPs) (Calixto et al. 2005). Estes receptores TRPs, como o receptor
de potencial transitério vaniléide 1 (TRPV1) e o receptor de potencal transitério
do tipo anquirina 1 (TRPA1l) estdo expressos em fibras sensorias e sé&o
capazes de modular funcdes celulares, e adicionalmente, atuar como
integradores moleculares para varios estimulos nocivos (Mandadi & Roufogalis,
2008).

Por atuar como integrador molecular de estimulos nocivos, seu
envolvimento em varias patologias vem sendo bastante estudado nos ultimos
anos. De fato, estudos evidenciaram que os receptores TRPV1 e TRPA1
parecem ser alvos relevantes em varias condi¢cdes patolégicas como na dor de
origem inflamatéria e neuropatica, na hiperalgesia térmica e mecanica
associadas a processos inflamatorios e dano tecidual, dermatite de contato
alérgica, dentre outros (Obata et al., 2005; Grava et al., 2010; Yun et al., 2011;
Palazzo et al., 2012). Logo, tendo em vista o papel desses receptores como
iniciadores e integradores de estimulos nocivos € pertinente que as proximas
terapias farmacoldgicas apontem para esses receptores como novos alvos
terapéuticos.

A descoberta de novos agonistas TRPs é de importancia farmacoldgica,
pois sabe-se que a ativacdo constante dos receptores de potencial transitorio
por seus agonistas pode levar a dessensibilizacdo das fibras sensoriais

primérias, diminuindo a sensibilidade do individuo a estimulos dolorosos. Logo



uma molécula irritante pode paradoxalmente causar analgesia (Jancsé &
Jancs6-Gabor, 1949).

Sendo assim, € interessante notar que tanto a dessensibilizacdo desses
receptores por acdo de agonistas, bem como o0 seu bloqueio por acéo de
antagonistas pode ser um alvo farmacoldgico para o tratamento de algumas
patologias nas quais estes receptores estdo envolvidos. Seguindo este
raciocinio e tendo em vista que a identificacdo de compostos naturais pode
conduzir ao desenvolvimento de novas drogas para prevencgao e tratamento de
diversas patologias, a presente proposta de estudo teve como principal objetivo
investigar o envolvimento dos receptores TRPV1 e TRPAL1l nos efeitos

farmacoldgicos produzidos pelo trans-anetol.

1.1 JUSTIFICATIVA

A regulacédo da atividade de receptores TRPs, seja pelo bloqueio ou por
dessensibilizacdo farmacoldgica, tem sido considerado de grande importancia
no controle de varios processos patoldégicos nos quais se observa o
envolvimento desses receptores. Sendo assim, é interessante notar que tanto a
dessensibilizacdo desses receptores por acdo de agonistas, bem como o seu
bloqueio por acdo de antagonistas pode ser um alvo farmacologico para o
tratamento de algumas patologias nas quais estes receptores estao envolvidos,
tais como dor, hipereflexia de bexiga, processos inflamatérios, problemas
respiratorios, etc. Seguindo este raciocinio e tendo em vista que a identificacédo
de compostos naturais podem conduzir ao desenvolvimento de novas drogas
para prevencdo e tratamento de diversas patologias, a presente proposta de
estudo tem como principal objetivo investigar o envolvimento dos receptores

TRPV1 e TRPAL nos efeitos farmacoldgicos produzidos pelo trans-anetol.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto € estudar o envolvimento dos

receptores TRPV1 e TRPA1l nos efeitos promovidos pelo trans-

anetol, através de técnicas farmacoldgicas in vivo.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se diferentes tratamentos com trans-anetol causam
efeitos nociceptivos ou antinociceptivos em camundongos e se
esses efeitos sdo modulados por receptores TRPV1 ou TRPAL;
Analisar se o tratamento topico com trans-anetol promove efeitos
edematogénicos ou anti-edematogénicos e se estas respostas
sdo mediadas pelos receptores TRPV1 ou TRPAI;

Caracterizar a participacdo de fibras sensoriais primarias,
expressando TRPV1 e TRPAL, nos efeitos promovidos pelo trans-
anetol;

Investigar se a aplicacdo topica de trans-anetol causa
sensibilizacdo/dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 ou
TRPAL.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRANS-ANETOL

O trans-anetol, 1-metoxi-4-(1-propenil) benzeno, € um monoterpeno
derivado do aminoécido fenilalanina (Figura 1). Ele € um composto aromatico,
de sabor adocicado, sendo utilizado amplamente na inddstria para realcar o
sabor de comidas e bebidas alcodlicas, como doces e vinhos, e como
componente na fabricacdo de perfumes e cosméticos (Soares et al. 2007). Esta
substancia € encontrada naturalmente no 6leo essencial de diversas plantas
como a lllicium verum Hook, conhecida como Anis estrelado, Foeniculum
vulgare, conhecida como erva-doce, e do Canarium commune, conhecida com
Elemi (Figura 2) (Al Harbi et al. 1995).

H3CO \

Figura 1. Estrutura quimica do monoterpeno trans-anetol. FONTE: Rather, 2003.

Figura 2. Plantas que apresentam trans-anetol como constituinte do 6leo essencial. A) lllicium

verum Hook; B) Foeniculum vulgare; C) Canarium commune. (FONTE: beehappyplants.co.uk).

Estas plantas sdo popularmente conhecidas por suas propriedades
terapéuticas no tratamento de dores gastrointestinais e como expectorante.
(Yang et al. 2010; Mogana & Wiart, 2011; Rather et al., 2012). Estudos
realizados apontam o anetol como o principal composto responsavel pelos
efeitos promovidos por estas plantas medicinais, apresentando também acéao
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anestésica (Ghelardini et al. 2001), antioxidante (Freire et al. 2005),
antibacteriana (Yang et al. 2010), antifugica (Kosalec et al. 2005),
anticarcinogénica (Al Harbi et al. 1995; Chainy et al. 2000) e anti-inflamatéria
(Ghelardini et al. 2001; Domiciano et al. 2011). No entanto, pouco se sabe
sobre mecanismo pelo qual anetol promove suas a¢fes farmacoldgicas.

O entendimento do mecanismo de acdo do anetol é relevante pois
propiciaria uma base para o seu uso, ou uso das plantas que apresentam este
composto, no tratamento de patologias, como por exemplo, disturbios
gastrointestinais, afec¢des bacterianas, doencas inflamatérias e no tratamento

da dor.

2.2 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO

O primeiro receptor de potencial transitorio (TRP) foi descoberto em
1969, por Cosen e Manning, ao estudarem uma variedade mutante de
Drosophila melanogaster. Estas moscas, ao serem expostas a luz constante e
intensa ficavam temporariamente cegas. Ao realizarem uma eletroretinograma,
0S pesquisadores observaram que as moscas que eram portadoras da
mutacdo apresentavam uma resposta transitéria ao estimulo luminoso,
enquanto as moscas que apresentavam fenotipo normal, exibiam uma resposta
continua (Minke, 2010). Cerca de 20 anos depois, Montell e Rubin, foram
capazes de clonar e sequenciar o gene trp da Drosophila, contribuindo para a
caracterizagdo molecular da proteina (Montell & Rubin, 1989). Contudo, foi
apenas em 1995, que encontraram em mamiferos um canal homoélogo ao TRP
observado na Drosophila (Wes et al., 1995).

Desde entdo, foram descobertos 28 canais i6nicos pertencentes a
familia dos receptores de potencial transitério. Esta superfamilia é dividida em
6 principais subfamilias: TRPC (canbnica), TRPV (vaniléide), TRPA (anquirina),
TRPM (melastatina), TRPP (poliscistina) e TRPML (mucolipina) (Figura 3).
Sendo que todos estes TRPs possuem similaridades estruturais, apresentando
seis dominios transmembranas e um poro formado entre o dominio 5 e 6, por

onde ocorre a passagem dos ions (Levine & Alessandri-Haber, 2007).
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Figura 3. Superfamilia dos Receptores de Potencial Transitorio. FONTE: Clapham,
2003.

Estes receptores sédo expressos em diversos tecidos e estdo envolvidos
em diversas funcdes fisioldgicas. Por serem receptores polimodais, capazes de
perceber tipos variados de estimulos (quimicos, térmicos e mecanicos), sao
considerados importantes transdutores de sinais, sendo essenciais em
processos sensoriais, como o paladar e a dor (Voets et al., 2005).

Os TRPs foram apontados como a principal familia de receptores
envolvidos na percepcdo de estimulos nocivos (Patapoutian, 2009). Muitos
deles estdo presentes em terminagbes nervosas (nociceptores) que ir&o
perceber o estimulo nocivo e transmitir esta informag&o, por meio das fibras
aferentes primarias, ao corno dorsal da medula, que envia esta mensagem ao
talamo e em seguida ao cortex (Osterweiss et al., 1987). A ativagdo destes
receptores nas fibras sensoriais levam ao aumento de influxo de Na* e Ca?*
através da membrana, que ird despolarizar, desencadeando o potencial de
acdo do neurbnio (Gees et al.,, 2010). Desta forma, foi descoberta a
participacdo destes receptores em processos dolorosos, como a dor de origem
inflamatoria e neuropatica e a hiperalgesia térmica e mecanica.

Aléem disso, outras patologias estdo associadas a ativacdo destes
receptores. Dentre elas, estdo afeccfes que acometem as vias respiratorias

(como a asma, tosse e edema pulmonar), o trato intestinal, o sistema
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cardiovascular, a pele (como a dermatite atépica) e o sistema nervoso central
(para revisdo ver Moran et al., 2011).

Entdo, devido ao envolvimento dos receptores de potencial transitério
em uma ampla variedade de doencas, eles se tornaram importantes alvos

farmacoldgicos no desenvolvimento de novas drogas.

2.2.1TRPV1

O receptor de potencial transitorio do tipo vaniléide 1 (TRPV1) foi o
primeiro receptor da sua subfamilia (TRPV) a ser descrito (Figura 4). Estes
receptores estdo amplamente distribuidos pelo corpo, podendo ser
encontrados em fibras sensoriais primarias, do tipo C e A-0; em areas do
sistema nervoso central, como no sistema limbico, talamo, hipotalamo,
cerebelo, substancia nigra, dentre outros; e em células epiteliais do trato
urinario, do palato e queratinécitos (Mezey et al., 2000; Birder et al., 2002; Kido
et al., 2003; Inoue et al., 2002).

Coiled Coil |
Ankyrin Cj Domain
Domains C__
" Calmodulin
Binding
Domain

Figura 4. Estrutura do Receptor TRPV1. FONTE: Jardim et al., 2003.

O TRPV1 ¢é considerado um termosensor, sendo ativado por
temperaturas entre de 43°C e 52°C. Ele também pode ser ativado por baixo pH
(< 6,5), por compostos enddégenos como a anandamida e metabdlitos do acido
araquidonico (LTBa4, 15-HETE, 12-HpETE), pelo veneno pungente de algumas

espécies de animais como aranhas e agua-vivas, e por substancias exégenas
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irritantes encontradas em muitas plantas como a capsaicina (principio ativo
presente nas espécies do género Capsicum), a resiniferatoxina (principio ativo
da Euphorbia resinifera), o gingerol e zingerone (componentes do gengibre) e a
canfora (extraida da arvore Cinnamomum camphora) (para revisdo ver Moran,
2017).

A atividade deste receptor sofre complexa regulacdo por diversos
fatores. O fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), por exemplo, se liga ao receptor
TRPV1 estabilizando-o em sua conformacao inativa. Ja, a proteina quinase C
(PKC) e o fator de crescimento do nervo (NGF) clivam a PIP2, promovendo a
ativacdo do receptor. A bradicinina produz esse mesmo efeito, porém
indiretamente, pois induz a fosfolipase C (PLC), que hidrolisa a PIP2, e o
diacilglicerol, que ativa a PKC. Tanto a PKC, quanto a PLC também sao
induzidas pela ativacdo dos receptores ativados por proteases (PAR2). Desta
forma, agonistas do PAR2 (como a triptase, liberada por mastocitos e outras
células inflamatorias) podem levar ao aumento da atividade do TRPV1. Outro
agente capaz de modular a atividade do TRPV1 é a proteina quinase
dependente de Ca?*/Calmodulina, que fosforila este canal i6nico, mantendo-o
aberto (Para revisao ver Szallasi et al., 2007).

Muitos estudos realizados demonstram o0 aumento da expressao deste
receptor em alguns quadros patolégicos como, por exemplo, na hiperreflexia de
bexiga, na hipersensibilidade retal, na tosse cronica e na dor associada a
doencas como enxaqueca, osteoartrite e neuralgia pés-herpética (Birder, 2007;
Chan et al.,, 2003; Groneberg et al., 2004; Meents et al., 2010; Kelly et al.,
2013; Han et al., 2016). Desta forma, o bloqueio da atividade deste receptor
por antagonistas, surge como uma opcéao de intervencao farmacologica.

Atualmente, jA foram descobertos alguns antagonistas do receptor
TRPV1, dentre eles a capsazepina, o SB-366791 e 0 AMG-517. Muitos destes
compostos ja chegaram ao ensaio clinico de fase I, contudo n&o foram aceitos
pois causavam a perda da sensibilidade a estimulos térmicos nocivos e a
elevacdo da temperatura corporal dos pacientes (Eid 2011; Gavva et al., 2008).
Sendo assim, ainda € necessario a realizacdo de pesquisas para o
desenvolvimento de novas moléculas antagonistas que possam ser utilizadas

na clinica.
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Outra estratégia para obter beneficios terapéuticos em certas condi¢cdes
patolégicas seria a ativacdo persistente desses canais (0 que promove
dessensibilizacdo), obtida através da administracédo repetida de seus agonistas.
A capsaicina, por exemplo, apesar de inicialmente excitar seletivamente
neurdnios sensoriais aferentes primarios provocando dor inflamatéria, quando
aplicada repetidamente promove a dessensibilizacdo persistente de
nociceptores polimodais, incapacitando funcionalmente os terminais sensoriais
periféricos (Jancso et al., 1977). Por esse motivo, individuos que fazem uso de
cremes ou locdes de capsaicina para o tratamento da dor de neuralgesia poés-
herpética, neuropatia diabética, osteoartrite e artrite reumatéides (Sasamura e
Kuraishi, 1999) ficam relativamente resistentes a ela e a outros estimulos

dolorosos (Jancs6 e Jancs6-Gabor, 1949).

2.2.2 TRPA1

O receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1l) é o Unico
membro de sua subfamilia TRPA. A sua estrutura difere dos demais TRPs por
apresentar uma longa cauda N-terminal contendo diversos dominios anquirina
(cerca de 16) (Figura 5). Este receptor foi identificado em neurbnios sensoriais
primarios que expressam o receptor TRPV1 e neuropeptideos como o CGRP e
substancia P (Story et al., 2003; Nilius et al., 2007). Além de estarem presentes
em células ndo neuronais, como queratindcitos e células enterocromafins
(Atoyan et al., 2009; Nozawa et al., 2009).
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Figura 5. Estrutura do Receptor TRPAL. FONTE: Jardim et al., 2003.

Este receptor € ativado por temperatura em torno de 17 °C, que, em
humanos, produz sensacédo de frio nocivo (Story et al., 2003). Além disso, 0
TRPA1 pode ser ativado por inUmeros compostos irritantes tais como, o alil
isotiocianato (composto pungente do 6leo de mostarda) (Jordt et al., 2004), o
metil salicilato (presente no 6leo de gaultéria), o cinamaldeido (principio ativo
da canela), a alicina (encontrada no alho e na cebola), o gingerol (gengibre), o
eugenol (cravo), a acroleina (um irritante presente no gas lacrimogénio e na
fumaca que sai dos veiculos, dos cigarros e de queimadas) e o crotonaldeido
(presente na fumaca dos cigarros) (Bandell et al., 2004 ; Bautista et al., 2005;
Calixto et al., 2005; Bautista et al., 2006; André et al., 2008;). Existem também
agonistas enddgenos deste receptor, sdo exemplos o 4-HNE (produto da
peroxidacdo de lipideos), prostaglandinas ciclopentandnicas, hipoclorito
(produto da via da mieloperoxidase), metilglioxal (para revisédo ver Julius et al.,
2013).

Similarmente ao receptor TRPV1, o TRPAL é regulado negativamente
pelo PIP2. A enzima AMPK (proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato) também promove esse efeito de diminuicdo da ativacdo destes
receptores (Wang et al., 2017). Por outro lado, moléculas como a PKC, a PKA,
a PLC e a quinase dependente de ciclina 5 (cdk5) modulam positivamente a
atividade do TRPAL, sendo que as trés primeiras moléculas interferem na
ligagcdo do PIP2 (como descrito anteriormente) ao receptor, e a ultima, cdk5,
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fosforila este canal idGnico mantendo-o em sua conformacgao aberta (Dai et al.
2007; Hall et al. 2018).

Ja foi demonstrado em diversas pesquisas a ocorréncia da ativacado do
receptor TRPAL1 em multiplos quadros patoldgicos. Sdo exemplos, a dermatite
de contato, na qual este receptor participa da resposta inflamatoria,
promovendo a formacdo de edema e prurido; a hiperalgesia e alodinia
mecanica em quadros de neuropatia diabética ou induzida por quimioterapia; e
em disfungdes gastrointestinais, como a colite (Para revisdo ver Moran, 2017).

Antagonistas do TRPA1, como HC-030031 e A-967079, mostraram-se
eficientes no tratamento destas afeccées em estudos pré-clinicos. Empresas ja
estdo realizando ensaios clinicos de fase | com alguns antagonistas, como o
GRC-17536. Estes compostos estdo se mostrando eficazes e mais seguros em
relacdo aos antagonistas TRPV1, visto que ndo promovem a elevacao da
temperatura corporal (Chen & Hackos, 2015).

De modo similar ao TRPV1, agonistas TRPA1 também podem causar a
dessensibilizacdo do receptor, como por exemplo, o 6leo de mostarda, quando
administrado repetidamente, é capaz reduzir de a sensacdo de dor em

pacientes com dermatite atdpica (Heyer et al., 1991; Akopian et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da variedade Swiss machos (25-30 g).
Os animais foram mantidos no Biotério Central da Universidade Federal do
Parana em condi¢cbes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e iluminacao
(ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a agua e racao (Nuvilab CR-
1, Quimtia SA, Brasil). Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Parana (UFPR) sob o nimero 1125. Todos os experimentos foram conduzidos
respeitando as normas de cuidados com animais de laboratorio e as diretrizes
éticas para a investigacdo da dor experimental em animais conscientes
(Zimmerman, 1993).

3.2 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

Inicialmente, foi avaliado se o trans-anetol causava efeitos nociceptivos
quando administrados via intraplantar em camundongos. Para tanto, ap6s um
periodo de adaptacdo de 1 hora no aparato experimental, o qual consistiu de
um funil de vidro invertido transparente, os animais receberam via intraplantar
(injecdo subcutanea na superficie dorsal de sua pata traseira direita) a injecao
de 20 pl de diferentes doses de trans-anetol (100, 250, 500 nmol/20 pl/pata) ou
seu veiculo (5% DMSO, 5% tween80 em salina/20 pl/pata), de modo a se obter
uma curva dose-resposta da nocicepcgao intraplantar. Para a administracdo do
anetol, os animais foram colocados em um cone de papeldao com o objetivo de
imobiliza-los. Imediatamente ap0s a administracdo, 0s animais foram
recolocados sob os funis e a quantidade de tempo gasto lambendo e/ou
mordendo as suas patas foi contabilizada com um cronémetro por um periodo
de 20 minutos e considerada uma medida de nocicepcao (Andrade et al.,
2008).
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3.3 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES TRPV1 E TRPA1 NA
RESPOSTA NOCICEPTIVA INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

Com a intencdo de avaliar o possivel envolvimento de receptores TRPAL
na nocicepcédo induzida pelo anetol, o antagonista do receptor TRPA1, HC-
030031 (100 pg/20 pl/pata), foi co-injetado via intraplantar com o anetol (500
nmol/20 pl/pata). Em seguida, o tempo gasto pelos animais lambendo e/ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado durante 5 minutos apds a
coadministracdo. O mesmo procedimento foi realizado com a capsazepina (10
nmol e 30 nmol/20 pl/pata), antagonista do receptor TRPV1, a fim de avaliar o
papel deste receptor na resposta nociceptiva promovida pelo anetol.

3.4 RESPOSTA EDEMATOGENICA INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

Muitos compostos naturais, ao entrarem em contato com a pele, podem
desencadear uma resposta edematogénica pela ativacdo dos receptores
TRPA1 e TRPV1. Nesse sentido, investigamos se a aplicacdo topica de trans-
anetol seria capaz de induzir a formacéo de edema na orelha de camundongos.
Assim sendo, avaliamos o edema induzido pela instilacdo topica de anetol (200
mM, 500 mM e 1000 mM/20 pl/orelha) ou de seu veiculo na orelha direita dos
animais. Para isso, 30, 60, 90 e 120 minutos apés a aplicacdo dos respectivos
compostos, o aumento da espessura da orelha dos animais foi aferido com

auxilio de um micrémetro digital.

3.5 ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR TRPA1 NA RESPOSTA
EDEMATOGENICA INDUZIDA PELO TRANS ANETOL

Para saber se a resposta edematogénica observada era mediada por
estes receptores, grupos de animais foram pré-tratados topicamente na area
interna da orelha direita com HC030031 (300 nmol/20 pl/orelha) (antagonista
do receptor TRPA1) ou com seu respectivo veiculo (acetona). Passados 15
minutos, os diferentes grupos de animais receberam a aplicacdo topica de
anetol (500 mM/20 pl/orelha) na parte externa desta mesma orelha, e apos 60
minutos o edema foi aferido. ApGs a leitura da espessura do edema, estes

animais foram eutanasiados com uma overdose de Tiopental (100 mg/kg) via
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intraperitoneal, e com o auxilio de um “punch” foram retiradas amostras das

orelhas tratadas para analise histoldgica.

3.6 EFEITO DA APLICACAO TOPICA REPETIDA DE TRANS-ANETOL

Com propésito de avaliar se a aplicacao tdpica repetida de anetol induz
0 processo de sensibilizacdo/dessensibilizagcdo das fibras sensoriais que
apresentam receptores TRPV1 e TRPA1, visto que muitos agonistas TRPs
promovem este efeito, grupos de animais foram tratados topicamente com o
anetol (500 mM/20 ul/orelha), no 1° e 3° dia de experimento. O edema de
orelha foi medido 60 minutos apos cada aplicagdo. Os mesmos procedimentos
foram realizados com a capsaicina (200 pg/ 20 pl/orelha) e com alil
isotiocianato (1 M/20 pl/orelha), que séo agonistas conhecidos destes
receptores. No final do experimento, estes animais foram eutanasiados para

coleta da orelha.

3.7 DESSENSIBILIZACAO CRUZADA

Em outra série de experimentos, foi analisado se o anetol era capaz de
causar inibicdo do edema de orelha induzido pela capsaicina ou alil
isotiocianato. Nesse protocolo, animais foram pré-tratados com anetol (500
mM/20 pl/orelha) no 1° dia de experimento. No 3° dia, capsaicina (200 ug/ 20
ul/orelha) ou alil isotiocianato (1 M/20 pl/orelha) foram instilados topicamente
na mesma orelha. Sessenta minutos apés a aplicacdo dos agonistas, o edema
foi medido como descrito acima.

Por fim, foi investigado se o pré-tratamento com alil isotiocianato (1 M/20
pl/orelha) ou capsaicina (200 pg/20 pl/orelha) no 1° dia, reduziria o edema
induzido pelo anetol (500 mM/20 pl/orelha) no 3° dia. Para isso, foi aplicado
protocolo similar ao anterior.

Ao final de cada experimento os animais foram eutanasiados com uma
overdose de Tiopental (100 mg/kg) por via intraperitoneal e tiveram uma

amostra da orelha direta coletada para analise histoldgica.
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3.8 HISTOLOGIA

Os tecidos de orelha coletados foram fixados em formalina e
emblocados em parafina. A coloracao foi feita com hematoxilina e eosina. A
andlise das laminas foi realizada em microscopio optico (Olympus BX51), no
aumento de 20x. Com auxilio do programa Fiji versdo 2.0 (Image J, Maryland,
EUA), a espessura (distancia entre as duas camadas da epiderme) de cada

corte foi medida.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como a média * erro padrao das médias.
As diferencas entre as médias foram determinadas através do test t de Student
ou por ANOVA de uma via, seguido pelo post-hoc de Dunnet ou de Bonferroni
quando necessario. As analises foram realizadas usando o programa para
Windows, GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA).

Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

Os dados obtidos demonstram que o anetol nas doses de 250 nmol e
500 nmol promoveu resposta nociceptiva (22,5£5,3 s e 47,8t11,9 s,
respectivamente) imediatamente apos a administracdo do composto quando
comparado com seu veiculo (0,29+0,29 s) (Grafico 1). Esse efeito foi

observado até 5 minutos apds a administracdo do anetol.

©
S

o
1

Tempo de Nocicepcgao (s)
D
o

Vei 100 nmol 250 nmol 500 nmol

Gréfico 1. Curva dose resposta para o anetol (100, 250 e 500 nmol/20 ul/pata) injetado
na pata de camundongos. Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das
médias (n = 08). A comparacdao foi realizada através do teste ANOVA de uma via, seguido pelo
post-hoc de Dunnet. Diferente do grupo veiculo para * P < 0,05.

4.2 ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES TRPV1 E TRPA1 NA
RESPOSTA NOCICEPTIVA INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

A administracdo do antagonista do receptor TRPA1, HC030031, foi
capaz de abolir a nocicepc¢éo induzida pelo anetol, em aproximadamente 96%,
como observado no Gréfico 2.
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Gréfico 2: Efeito do HC030031 (100 pg/20 ul/pata) sobre a nocicepgéo induzida pelo
anetol 500 nmol/20 pl/pata em camundongos. A resposta nociceptiva teve inibicdo de 96% no
grupo tratado com o antagonista. Os resultados estdo expressos como meédias + erro padrédo
das meédias (n = 10). A comparagédo foi realizada através do teste t de Student. Diferente do
grupo veiculo para * P < 0,05.

J4, a capsazepina (antagonista do TRPV1) ndo promoveu este mesmo
efeito. Em ambas as doses testadas, ndo foi possivel observar a reducéao da

resposta nociceptiva causada pelo anetol (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Efeito da Capsazepina (10 e 30 nmol/20 pul/pata) sobre a nocicepgéo
induzida pelo anetol 500 nmol/20 pl/pata em camundongos. N&o houve inibicdo significativa da
resposta nociceptiva. Os resultados estdo expressos como médias * erro padrdo das médias (n
= 10). A comparacao foi realizada através do teste ANOVA de uma via, seguido pelo post-hoc
de Dunnet.

4.3 RESPOSTA EDEMATOGENICA INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

A aplicacao topica de anetol na orelha dos camundongos foi capaz de

induzir a formacéo de edema em todas as concentracdes administradas, como
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pode ser observado na Gréfico 4. O veiculo usado para diluir o composto ndo

foi capaz de causar edema.
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Gréfico 4. Curva dose resposta para o anetol (200, 500 e 1000 mMI/20 pl/orelha)
instilado na orelha de camundongos. Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrdo das médias (n = 08). A comparacao foi realizada através do teste t de Student.
Diferente do grupo veiculo para * P < 0,05.

4.4 ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR TRPA1 NA RESPOSTA
EDEMATOGENICA INDUZIDA PELO TRANS-ANETOL

Os animais que foram pré tratados com HCO030031, antagonista do
receptor TRPA1, apresentaram reducdo significativa (aproximadamente,
44,6+9,9%) da resposta edematogénica promovida pelo trans-anetol, como

mostrado no Grafico 5.

Veiculo HC

Grafico 5. Efeito do HC030031 (300 nmol/20 pl/orelha) sobre a resposta
edematogénica induzida pela aplicacdo tépica de anetol (500 mM/20 pl/orelha) em
camundongos. O edema foi reduzido em 44,6+9,9% no grupo tratado com o antagonista. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das médias (n = 08). A comparacao foi
realizada através do teste t de Student. Diferente do grupo veiculo para * P < 0,05.



25

Os dados obtidos na andlise histolégica da orelha de ambos os grupos
de animais corroboraram com o resultado acima. Assim, a espessura das

orelhas que foram tratadas com HC030031, foi significativamente menor

(22,4+2,3%) em relacao ao grupo nao tratado (Figura 6 e Grafico 10).

Figura 6. Corte de orelha de camundongo com edema induzido pelo trans-anetol. A)
Orelha pré-tratada com acetona (grupo veiculo); B) Orelha pré-tratada com HC030030.
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Gréfico 10. Andlise histolégica do efeito do HC030031 (300 nmol/20 pul/orelha) sobre a
resposta edematogénica induzida pela aplicacao tépica de anetol (500 mM/20 pl/orelha) em
camundongos. O edema foi reduzido em 22,4+2,3% no grupo tratado com o antagonista. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrao das médias (n = 08). A comparacao foi
realizada através do teste t de Student. Diferente do grupo veiculo para * P < 0,05.

4.5 EFEITO DA APLICACAO TOPICA REPETIDA DE TRANS-ANETOL

Os dados demonstram que em orelhas pré-tratadas com capsaicina no
primeiro dia, a resposta edematogénica no terceiro dia foi reduzida em
aproximadamente 60+9,7% (Grafico 6.A). O mesmo efeito foi observado para o
alil isotiocianato, que apresentou uma reducdo de 36,9+11,9% no edema
formado (Grafico 6.B).
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Gréfico 6. Efeito de repetidas aplicacdes tdpicas de agonistas TRPs na orelha de
camundongos. A) Tratamento com capsaicina (200 pg/20 pl/orelha) no 1° dia, reduz resposta
edematogénica em aproximadamente 60+9,7% no 3° dia; B) Tratamento com alil (1 M/20
pl/orelha) no 1° dia, inibe em 36,9+11,% o edema formado por este composto no 3° dia. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrao das médias (n = 08). A comparacao foi
realizada através do teste t de Student. * P < 0,05 difere significativamente do edema formado
no 1° dia de aplicagéo de capsaicina ou alil isotiocianato.

Os animais que foram tratados topicamente no primeiro e terceiro dia de
experimento com anetol também apresentaram diminuicdo significativa
(69,2+7,7%) do edema induzido por este composto, como € possivel notar no
Gréfico 7.
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Gréfico 7. Efeito de repetidas aplicacbes topicas de trans-anetol (500 mM/20 pl/orelha)
na orelha de camundongos. A resposta edematogénica teve inibicAo de aproximadamente
69,2+7,7%. Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das médias (n = 08). A
comparacao foi realizada através do teste t de Student. * P < 0,05 difere significativamente do
edema formado no 1° dia de aplicacdo do anetol.

Analisando as laminas referentes a este experimento, foi verificado

primeiramente que h& uma diferenca significativa entre o edema formado pelo
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anetol no primeiro dia de tratamento (Figura 7.B) e o seu veiculo (Figura 7.A),
acetona (37,8+1,4%). Em seguida, pode-se notar que a espessura basal da
orelha no terceiro dia (Figura 7.C), verificada antes da 22 aplicacdo do anetol,
difere em relacdo a espessura observada apds o tratamento com o composto
no primeiro dia (30,9+2,5%), mas ndo ao grupo veiculo. Por fim, houve uma
reducdo do edema formado pelo anetol no terceiro dia (Figura 7.D) quando
comparado com o edema formado no dia 1 (41,8+2%), sendo que esse grupo
nao difere do grupo basal e do veiculo. Todos estes dados estéo representados
no Gréfico 11.

Figura 7. Corte de orelha de camundongo. A) Orelha tratada apds aplicagdo de acetona
(grupo veiculo); B) Orelha ap6s 1% aplicacdo de anetol, no dia 1; C) Orelha antes da 22
aplicacéo de anetol, no dia 3; D) Orelha ap0s 22 aplicacao de anetol, no dia 3.
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Gréfico 11. Andlise histoldgica do efeito de repetidas aplicacdes tépicas de trans-anetol
(500 mM/20 pl/orelha) na orelha de camundongos. A resposta edematogénica induzida pelo
composto no 3° dia foi reduzida em aproximadamente 41,8+2%. O edema provocado pelo
anetol no 1° dia difere significativamente do seu veiculo (acetona) em 37,8+1,4%, e do valor
basal medido no 3° dia (30,9+2,5%). Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrédo das médias (n = 08). A comparacéo foi realizada através do do teste ANOVA de uma
via, seguido pelo post-hoc de Bonferroni. * P < 0,05 difere significativamente do edema
formado no 1° dia de aplicacdo do anetol.

4.6 DESSENSIBILIZACAO CRUZADA

Ao realizar a dessensibilizacdo cruzada do anetol com a capsaicina, foi
verificado que os camundongos que foram pré-tratados com o anetol no
primeiro dia, tiveram uma reducdo (50+3,3%) na resposta edematogénica
promovida pela capsaicina, quando esta foi administrada no terceiro dia. Da
mesma forma, as orelhas pré-tratadas com a capsaicina no dia um,
apresentaram inibicdo significativa (94,9+3,4%) do edema induzido pelo anetol,
no dia 3 (Grafico 8).
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Grafico 8. As orelhas pré tratadas com anetol ou capsaicina, tiveram a resposta
edematogénica induzida pela capsaicina ou anetol no 3° dia, significativamente inibidas
(50+£3,3% e 94,9+3,4%, respectivamente). Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrédo das médias (n = 08). A comparacao foi realizada através do teste ANOVA de uma via,
seguido pelo post-hoc de Bonferroni. * P < 0,05 difere significativamente do edema formado no
1° dia de aplicacdo de capsaicina. # P < 0,05 difere significativamente do edema formado no 1°
dia de aplicacao de anetol.

O pré tratamento de animais com anetol, também diminuiu a resposta
edematogénica provocada pelo alil isotiocianato no terceiro dia, em
aproximadamente 37,5+7,8%. E por fim, a aplicacdo de alil isotiocianato no
primeiro dia de experimento, inibiu em torno de 51,2+7,4% o edema causado

pelo trans-anetol. Estes resultados podem ser observados no Grafico 9.
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Gréfico 9. As orelhas pré tratadas com anetol ou alil, tiveram a resposta edematogénica
induzida pelo alil ou anetol no 3° dia, significativamente inibidas (37,5+7,8% e 51,2+7,4%,
respectivamente). Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das médias (n =
08). A comparacéo foi realizada através do teste ANOVA de uma via, seguido pelo post-hoc de
Bonferroni e teste t para o anetol vs alil. * P < 0,05 difere significativamente do edema formado
no 1° dia de aplicacé@o de capsaicina. # P < 0,05 difere significativamente do edema formado no
1° dia de aplicagéo de anetol.
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5. DISCUSSAO

A utilizagcdo popular de plantas medicinais e seus 0leos essenciais no
tratamento de diversas doencas ndo é algo recente. Ao longo dos anos a
literatura tem demonstrado que muitos dos efeitos terapéuticos relatados pela
populacdo apds o uso de plantas medicinais se deve ao composto majoritario
presente na planta ou a soma de alguns constituintes presentes nela. Contudo,
ainda existe uma grande lacuna no que se refere ao mecanismo pelo qual
essas plantas ou seus constituintes majoritarios atuam. Como exemplo disso,
podemos citar 0 anetol que apesar de ser 0 composto majoritario de plantas
como o anis estrelado, a erva doce e a canela de cunha, e essas plantas serem
usadas popularmente no tratamento de problemas gastrointestinais, como
agente expectorante e diurético, ainda ndo se sabe o mecanismo pelo qual
esse composto ou essas plantas atuam pra promover tais efeitos. Ainda em
relacdo ao anetol, percebe-se que as informacdes presentes na literatura sao
escassas e 0s poucos estudos demonstram que algumas agbes promovidas
por esse composto, como o efeito antiedematogénico, parece ser decorrente
da inibicdo de 6xido nitrico (NO) e substancia P, visto que estes compostos
aumentam a permeabilidade vascular e sdo vasodilatadores. Outros autores
relatam que o tratamento com anetol também inibe o edema provocado pela
histamina, bradicinina e serotonina. J4 a atividade antinociceptiva, foi reportada
como sendo por inibicdo de prostaglandinas e citocinas, como IL-1B, TNF-a e
IL-17, que s&o mediadores inflamatorios envolvidos na sensibilizagédo das fibras
nociceptoras (Domiciano et al., 2012; Ponte et al., 2012; Ritter et al., 2012).
Todos esses efeitos observados foram decorrentes da administragéo sistémica

do anetol.

Nesse sentido, em nosso estudo, procuramos avaliar ndo somente se
esse composto teria uma agao tdépica mas também seu possivel mecanismo de

acao.

Nossos resultados demonstraram que a aplicacéo topica do anetol foi
capaz de promover nocicep¢ao quando administrado via intraplantar, sendo
esta resposta dose-dependente. A resposta nociceptiva iniciou-se logo apds a

injecdo do composto, permanecendo de forma intensa nos primeiros cinco
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minutos, sendo este comportamento caracteristico da dor neurogénica, que €
desencadeada pela liberacdo de substancia P, CGRP e neurocinina A com
consequente ativacdo direta das fibras C. Aléem disso, a liberacdo desses
neuropeptidios pelas terminacbes periféricas promove vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade vascular, o que acarreta no aumento do fluxo
sanguineo e extravasamento do liquido plasmatico no local de injuria,
contribuindo dessa forma para resposta edematogénica (Foreman, 1987;
Holzer, 1998).

Nesse estudo, nds também observamos que a aplicacdo tépica de trans-
anetol na orelha de camundongos induziu a formacdo de edema de maneira
dose-dependente. Essa resposta edematogénica teve o pico em uma hora, se
mantendo até duas horas depois da aplicacdo do composto. Apds este periodo,

foi observado a diminuicdo do edema formado.

Dados da literatura tém demostrado que compostos isolados de plantas
gue ativam receptores TRPs, como capsaicina (agonista de TRPV1),
cinamaldeido e alilisotiocianato (agonistas de TRPAL), também causam
nocicepcao e edema com perfil muito semelhante ao encontrado nesse estudo
com o anetol (Andrade et al., 2008; Silva et al., 2011).

Interessantemente, tanto a resposta nociceptiva quanto a
edematogénica foram inibidas pelo tratamento com o antagonista do receptor
TRPA1, HC030031, indicando a sua participacdo nestes processos. O efeito
inibitério observado com o HC030031 no edema de orelha causado pelo anetol
também foi confirmado pela andlise histologica. Como dito anteriormente, o
receptor TRPAL esta expresso em fibras sensoriais primarias que apresentam
substancia P e CGRP. Desta forma, € possivel sugerir que a ativacdo do
TRPA1 pelo anetol poderia estar relacionado com a liberacdo destes
neuropeptideos, o0 que resultaria em nocicep¢cdo e edema de origem
neurogénica. Dando suporte a essa hipdtese, um estudo realizado em 1996,
por Takeyama et al., mostrou que o tratamento oral agudo com anetol tritiona
eleva a concentracdo de substancia P e de peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) na saliva de seres humanos. Por outro lado, a resposta
nociceptiva induzida pelo anetol ndo foi inibida pela capsazepina, sugerindo

gue receptores do tipo TRPV1 ndo estariam envolvido nesse efeito.
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Um efeito de grande importancia e com relevancia clinica € o processo
de dessensibilizacédo de fibras sensoriais primarias que expressam TRPs. Ja foi
demonstrado que repetidas aplicacfes de capsaicina ou cinamaldeido causam
dessensibilizacdo dessas fibras, o que resulta em analgesia perante diversos
estimulos nocivos. Esse evento ocorre porque a administracdo continua de um
agonista TRP promove aumento da concentracdo de Ca?' no interior dos
neurdnios. A entrada deste ion na célula neuronal provoca a liberacdo intensa
dos neuropeptidios, como substancia P e CGRP, depletando as reservas
destas moléculas. Essa dessensibilizacdo tem justificado o uso de agonistas
desses receptores, como a capsaicina em processos patoléogicos como dor
neuropatica e hiperreflexia de bexiga (Neubert et al.,, 2003; Szallasi &
Blumberg, 1990; Tominaga & Tominaga, 2005). De fato, a capsaicina creme
(0,075%) é atualmente usado, de forma tépica, para o alivio de neuralgia que
acompanha o herpes zoster, neuropatia diabética, dor na osteoartrite ou artrite

reumatoide.

Como esperado, o alil isotiocianato e a capsaicina, foram capazes de
causar inibicdo do edema apds repetidas aplicacfes. Interessantemente, o
efeito edematogénico causado pelo anetol também foi reduzido apos repetidas
aplicacBes topicas, sugerindo um possivel mecanismo de dessensibilizacéo
semelhante ao observado pela capsaicina e pelo alil isotiocianato. Esse efeito

também foi confirmado pela analise histologica.

Nesse estudo, também foi possivel observar uma dessensibilizacdo
cruzada entre o anetol, capsaicina ou alil. Essa dessensibilizagcdo foi
confirmada com a reducéo do edema promovido pelo alil ou capsaicina em
animais pré tratados com anetol, sendo que o pré tratamento com estes
compostos também inibiram a resposta edematogénica do anetol. Desta forma,
com base nos dados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que tanto a
resposta nociceptiva quanto edematogénica podem estar ocorrendo pela
ativacdo do receptor TRPAL, e que o efeito antiedematogénico observado se
deve a dessensibilizacdo das fibras sensoriais que apresentam receptores
TRPs.

E importante salientar também que alguns autores como Ritter et al.

(2012), Ponte et al. (2012) e Domiciano et al. (2012) relataram em seus
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estudos que o anetol apresenta atividade antinociceptiva, antiedematogénica e
anti-inflamatéria, respectivamente. No entanto, em todos 0s experimentos
realizados por esses pesquisadores, o anetol foi administrado por via oral uma
hora antes da aplicagdo dos compostos irritantes (como 6leo de créton,
carragenina e PGE2). Possivelmente, o tratamento com anetol pode ter
dessensibilizado as fibras sensoriais aferentes, tornando o animal
temporariamente resistente aos efeitos nocivos destes agentes. Dados da
literatura demonstram que alguns compostos administrados por via oral podem
causar dessensibilizacdo de TRPs. De fato, Materazzi e colaboradores (2013)
demostraram que o partenolideo, um dos principais constituintes do tanaceto,
também conhecido como feverfew (Tanacetum parthenium L), ativa o TRPA1 in
Vvivo e in vitro e a sua administracdo oral aguda ou subcrénica também reduz a
resposta nociceptiva provocada pelos agonistas do TRPAL, sugerindo uma
dessensibilizacdo deste canal. Entdo, nossos resultados em conjunto com os
dados da literatura sugerem que o anetol pode promover suas acoes, em parte,
via ativagcdo do receptor TRPALl, o que explicaria o efeito nociceptivo e
edematogénico observado nesse estudo. Finalmente, os dados desse trabalho
também mostram um possivel efeito de dessensibilizacdo das fibras TRPs
apos repetidas aplicacdes com anetol, sugerindo assim uma possivel aplicacédo
clinica desse composto, na forma tdpica, para o tratamento de algumas
patologias de pele ou no tratamento da dor no qual haja envolvimento desses

receptores.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que:

- O trans-anetol é capaz de promover efeitos nociceptivos e

edematogénicos.

- O tratamento com o HC030031, antagonista do receptor TRPA1, foi

capaz de inibir a resposta nociceptiva e edematogénica.

- O tratamento com o antagonista do receptor TRPV1, capsazepina, ndo

foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva causda pelo trans-anetol.

- Foi demonstrado neste estudo que a aplicagdo tdpica continua de
trans-anetol promoveu uma reducdo da resposta edematogénica induzida pelo
préprio composto e por outros agonistas TRPs, como o alil isotiocianato e a
capsaicina. Esse efeito se deve, possivelmente, a dessensibilizacdo das fibras

sensoriais que apresentam TRPs.

Desta forma, é possivel sugerir que os efeitos nociceptivos e
edematogénicos sejam causados pela ativacdo dos receptores TRPA1 e que o
efeito antiedematogénico seja mediado pela dessensibilizacdo destes
receptores. No entanto, novos estudos estdo sendo realizados para melhor
esclarecer a participacdo do TRPAL e de outros receptores TRPs no efeito do

anetol.
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