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RESUMO

Importancia etnofarmacologica: O anetol (1-metoxi-4-(1 profenil) benzeno) ocorre
naturalmente como componente principal do 6leo essencial de anis estrelado (Illicium verum),
sendo responsdvel por mais de 90% dos componentes volateis. O anetol é amplamente
utilizado como substancia aromatizante em produtos de panificacdo, doces e bebidas
alcodlicas. Também apresenta uma variedade de atividades farmacologicas como:
antioxidante, fungicida, bactericida e inseticida.

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antiinflamatéria do anetol na
resposta inflamatoria aguda experimental.

Materiais e métodos: Para tanto, foram utilizados os modelos de edema de orelha induzido
pelo 6leo de créton e da pleurisia induzida pela carragenina. Os parametros investigados
foram formacdo de edema, migracdo de leucdcitos e avaliacdo dos mediadores inflamatérios.
Resultados: O tratamento com anetol reduziu o volume do exsudato inflamatorio pleural,
sendo que as doses de 250 e 500 mg/Kg reduziram de forma semelhante a intensidade da
resposta e o numero de leucdcitos. Houve uma reducdo dos niveis de NO e PGE; no exsudato
inflamatorio, porém os niveis de TNF-a e IL-1p ndo foram alterados. No edema de orelha o
tratamento com anetol foi capaz de inibir a formacao do edema quando administrado por via
oral, mas ndo por via topica.

Concluséo: No conjunto os resultados indicam que o efeito antiinflamatorio do anetol pode
estar relacionado a uma acdo inibitoria sobre a producédo e/ou liberacdo de PGE; e NO.

Palavras-chave: Anetol, Oleo essencial, Inflamagdo, Oxido nitrico, Prostaglandinas,
Citocinas.



ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Anethole (1-methoxy-4-(1 prophenyl) benzene) occurs
naturally as a major component of star anise (lllicium verum) essential oil, accounting for
more than 90% of volatile components. It is widely used as a flavoring substance in bakery
products, sweets and beverages. It presents a variety of pharmacological activities such as
antioxidant, fungicid, bactericid and insecticid actions.

Aim of the study: The objective of this study was to evaluate the anti-inflammatory activity of
anethole in acute experimental inflammatory response.

Materials and methods: We used the models of croton oil-induced ear edema and
carrageenan-induced pleurisy. The investigated parameters were edema formation, leukocyte
migration and inflammatory mediator evaluation.

Results: Treatment with anethole reduced the volume of pleural inflammatory exudate, with
doses of 250 and 500 mg/kg similarly reducing the response intensity and number of
leukocytes. There was a reduction in the levels of NO and PGE; in the inflammatory exudate,
but levels of TNF-a and IL-1p were not changed. In ear edema, the treatment with anethole
was able to inhibit the formation of edema when administered orally, but not when
administered topically.

Conclusion: Altogether, the results indicate that the anti-inflammatory effect of anethole may
be related to an inhibitory action on production and/or release of PGE; and NO.

Keywords: Anethole, Essential oil, Inflammation, Nitric oxide, Prostaglandins, Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais, metabolitos secundérios de vegetais, tém sido amplamente
empregados na medicina popular para o tratamento de diversas doengas. Porém, até o
presente, apenas uma pequena porcentagem destes Oleos foi estudada, e mesmo assim,
somente para algum efeito especifico.

O Hlicium verum (Hook) conhecido popularmente como anis-estrelado é uma planta
nativa do sudeste da China, Vietn3, india e Japdo. O 6leo essencial deste vegetal possui como
componente majoritario o trans-anetol (cerca de 90%), além do metilchavicol e anisaldeido, e
é amplamente utilizado nas inddstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Alguns estudos
tém demonstrado que o dleo essencial de anis estrelado apresenta atividades antioxidante,
fungicida, bactericida e inseticida (Chantraine et al., 1998; Dzamic et al., 2009; Kosalec et al.,
2005; Lima et al., 2008)

Particularmente, o anetol (1-metoxi-4-(1-propenil)benzeno ocorre naturalmente como
componente principal do éleo do anis estrelado (Illicium verum), do funcho (Foeniculum
vulgare) e da canfora (Cinnamomum camphora), sendo que sua concentracdo no funcho e no
anis estrelado podem ser responsaveis por mais de 90% dos componentes volateis. Ocorre
ainda em concentracdes menores no Oleo de erva-cidreira (6,1%), coentro (0,5%) e
manjericdo (0,08%) (Newberne, 1999; Shimoni et al., 2002; Yea et al., 2006).

Devido a sua ampla utilizacdo como substdncia aromatizante em produtos de
panificacdo, doces e bebidas alcodlicas o potencial toxico do anetol foi estudado sendo
considerado ndo-genotdxico e ndo-carcinogénico e, portanto, bastante seguro (Freire et al.,
2005; Yeaet al., 2006).

Alguns ensaios experimentais tém demonstrado que o anetol apresenta uma variedade
de atividades farmacologicas como depressora do sistema nervoso central, sedativa e
anestésica (Geronikaki e Gavalas, 2006). Também tem um estudo demonstrando que o anetol
exibe um efeito inibitério sobre a permeabilidade vascular induzida pela injecdo
intraperitoneal de &cido acético em camundongos. Neste trabalho os autores sugerem que este
efeito pode estar relacionado a uma agéo antioxidante do composto (Freire et al., 2005).

Diante destas consideracbes o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
antiinflamatéria do anetol obtido do anis estrelado (Illicium verum), em dois modelos de
inflamacdo aguda, pleurisia induzida pela carragenina em ratos e edema de orelha em

camundongos.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e obten¢éo do 6leo essencial

Os frutos de anis estrelado (Illicium verum) adquiridos comercialmente de um mesmo
fornecedor foram selecionados, os foliculos de melhor qualidade foram separados dos frutos e
as sementes destes removidas. O 6leo essencial de anis foi extraido a partir dos frutos sem
sementes utilizando aparelho de Clevenger por 3 horas. O 06leo obtido foi separado, seco
com sulfato de sodio anidro e armazenado a 4°C para analise da composicdo quimica e

utilizacdo nos ensaios farmacologicos.

2.2 Analise do 6leo essencial

A composi¢do quimica do Oleo de anis estrelado foi determinada por ressonancia
magnética nuclear de *H e *C e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/MS). Os espectros uni e bidimensionais de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono (RMN de *H e **C) foram analisados em espectrémetro Varian, modelo
Mercury plus BB, operando a 300 MHz para 'H e 75,5 MHz para **C. O solvente utilizado
para dissolucdo das amostras foi cloroformio deuterado (CDCl3). Os deslocamentos quimicos
foram indicados em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento(J) em Hertz
(Hz).

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatografo a gas acoplado a
espectrometrometro de massas tipo quadrupolo marca Thermo Electron Corporation, modelo
Focus GC, sob as seguintes condic¢des: Coluna capilar: DB-5 (30 m x 0,32 mm, 0,50 mm),
temperatura inicial da coluna, 250°C; Tempo inicial 60°C (1 min.); e rampa de aguecimento
3°C/min. até 180°C; temperatura do injetor 220°C; Hélio como gas de arraste, a fluxo
constante de 1,0 mL/min. Volume injetado: 1uL de amostra dissolvida em acetona (1:10).
Energia de impacto de 70 e.V.

A identificacdo dos constituintes do dleo essencial foi determinada por meio da analise
e comparacédo dos indices de retencdo observados no Cromatograma com os indices descritos

na literatura (Adams, 2007) e com amostras padrdes (Sigma-Aldrich).

2.3 Animais
Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (peso entre 190-220g) e
camundongos da linhagem Swiss, machos (peso entre 25-30g), provenientes do Biotério

Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram mantidos sob temperatura
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controlada 22 T (°C) e ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e racdo a vontade. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Maringad (CEAE/UEM125/2010).

2.4 Edema de orelha induzido por 6leo de créton
O edema foi induzido pela aplicacdo de 20 pL de 6leo de créton (200 pg) diluido em
solucdo de acetona/agua (7:3), usada como veiculo, na superficie interna da orelha esquerda
do camundongo. A orelha direita recebeu apenas o veiculo (20 pL). Imediatamente apo6s a
aplicacdo do agente flogistico, nos grupos de animais tratados, foram aplicados 20 pL de
anetol nas concentracfes de 2,5 ou 5 mg/orelha na orelha esquerda. No grupo controle, foi
aplicado 20 pL do veiculo na orelha esquerda. Apos 6 horas, os animais foram sacrificados, as
orelhas foram seccionadas em discos de 6,0mm de didmetro e pesadas (mg) em balanca
analitica.
Outros grupos de animais foram tratados por via oral (gavage) com agua, anetol 250 ou
500 mg/Kg ou indometacina 10 mg/Kg uma hora antes da aplicacdo do 6leo de créton na

orelha.

2.5 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPO), indicativo de migracdo de células
polimorfonucleares, foi avaliada 6 horas ap6s o estimulo inflamatério. A atividade da MPO
foi avaliada no sobrenadante dos homogenatos de seccOes das orelhas de acordo com a
técnica descrita por Bradley et al. (1982). O tecido da orelha colocado em 50 mM tampéo
potassio, pH 6,0, contendo 0.5% de brometo de hexadeciltrimetilambnio em um
homogeinizador de Van Potter. O homogenato foi incubado por 1 hora a 60°C (para inibicdo
da catalase) e centrifugado por 5 minutos a 2500 rpm. 10uL do sobrenadante obtido foram
colocados em uma placa de 96 pogos seguido pela adi¢do de 200 uL. de uma solugdo tampao
contendo dihidrocloreto de O-dianisidina (Sigma, 16.7mg), agua bidestilada (90uL), tampao
fosfato de potassio (10mL) e H,O, (50uL). A atividade da enzima foi determinada pela
medida da absorbancia em leitor de ELISA (406nm).

2.6 Inducéo da pleurisia em rato
A pleurisia foi induzida em ratos Wistar, pela injecdo de 0,25 mL de uma suspensao

de carragenina (200 pg) na cavidade intra-pleural, na regido do mediastino direito, entre a 3% e



11

a 4° costelas, de acordo com a técnica descrita por Vinegar et al., (1973). A carragenina foi
diluida em salina tamponada com fosfato (PBS — pH=7,4). Apds um intervalo de 4 horas, 0s
animais foram anestesiados e sacrificados para a coleta do exsudato inflamatdrio intra-pleural.

O material coletado por aspiracdo foi transferido para tubos cénicos de centrifuga e o
volume total do exsudato medido. A contagem de leucdcitos totais foi realizada em camaras
de Neubauer, apos diluicdo das amostras com liquido de Turk para lise das hemécias. O fluido
remanescente foi centrifugado a 2500 rpm, durante 10 minutos, e as células ressuspendidas.
As laminas foram preparadas, secas, fixadas e coradas pelo método de May-Griinwald-
Giemsa. O numero de leucocitos, mononucleares e polimorfonucleares, presentes no exsudato
foi determinado em microscopio optico comum.

O anetol nas doses de 62,5; 125; 250 ou 500 mg/Kg, a indometacina na dose de 10
mg/Kg ou o veiculo (dgua) foram administrados por via oral (gavage), em dose Unica, nos
diferentes grupos de ratos sob jejum de 15 horas, uma hora antes da indugéo da pleurisia.

2.7 Determinacdo da concentragdo de NO, (NO* + NO?) no exsudato pleural

A concentracdo de NOy, um indicador da sintese de éxido nitrico, foi determinada no
exsudato pleural (Grisham et a.l, 1996). As amostras foram coletadas com 0,5mL de PBS, 4
horas apds a inducdo da pleurisia pela injecdo de carragenina. A determinacdo do NOy foi
realizada incubando-se 40 pL das amostras e da curva padrdo (solucbes aquosas de NaNOs,
com as concentragdes variando de 3.125 a 200 puM), com 40 pL de um coquetel contendo:
500uL de NADPH (5 mg/mL), 1000 pL de tampdo KH,PQO,4 (0,5 M, pH=7,5), 950 uL de 4gua
Milli-Q e 50 pL de nitrato redutase (20 U/mL) “over night”. Apds esse periodo foram
adicionados 80 pL do reagente de Griess (solucdo contendo sulfanilamida 2% + N-
naftiletilenodiamina 0,2% em &cido fosforico a 5%). As concentracbes de NOy foram
determinadas no exsudato, pela medida da absorbancia em 540 nm em leitor de ELISA.

2.8 Determinagdo dos niveis de IL-13, TNF-a e PGE; no exsudato pleural

Os niveis de TNF-a, IL-1R e PGE, foram determinados no exsudato pleural, coletados
com 1 mL de PBS. As amostras foram coletadas 4 horas apds a inducdo da pleurisia pela
injecdo de carragenina e centrifugadas a 1.300 g durante 10 minutos, em temperatura de 4° C.
O sobrenadante foi imediatamente separado para dosagem ou rapidamente congelado e

estocado a -70°C para analise posterior. Foram utilizados Kits comerciais para ELISA
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(técnica padrdo de sanduiche), de acordo com as recomendacdes do fabricante (R&D

Systems®, Cayman Chemical®).

2.9 Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M.). A
comparacao estatistica dos dados foi realizada através da analise de variancia (ANOVA),

seguida pelo teste de Tukey. P < 0,05 foi considerado como nivel de significancia.
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3 RESULTADOS

3.1 Edema de orelha induzido por 6leo de croton

A aplicacdo do oleo de croton na orelha esquerda do camundongo induziu uma
resposta inflamatoria bastante evidente na 6% hora. O anetol nas doses de 2,5 e 5,0 mg por
orelha néo foi capaz de inibir a intensidade do edema quando aplicado topicamente (Figura 1).
No entanto, quando administrado por via oral (gavage) na dose de 250 e 500 mg/Kg, o anetol
reduziu significativamente o edema de orelha induzido pela aplicacéo topica do 6leo de créton

(Figura 2).
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Figura 1. Efeito do anetol no Edema de orelha induzido por éleo de créton (OC) em camundongos Swiss
machos. Os animais (n = 8 animais por grupo) foram tratados topicamente com anetol, nas concentragdes
indicadas, imediatamente apds a aplicagdo do 6leo de créton (200 pg) na orelha esquerda. A indometacina, 1mg
por orelha, administrada topicamente, foi usada como anti-inflamatério de referéncia (controle positivo). Cada
coluna representa a média de peso das orelhas + E.P.M., 6 horas ap6s aplicacdo do 6leo de créton. * P < 0.0001

comparado ao grupo controle. (ANOVA, Teste de Tukey)
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Figura 2. Efeito do anetol no Edema de orelha induzido por 6leo de croéton (OC) em camundongos Swiss
machos. Os animais (n = 6 animais por grupo) foram tratados oralmente com anetol 250 e 500 mg/Kg,
indometacina (10 mg/Kg) ou &gua, 1 horas antes da aplicacdo do 6leo de créton (200 pg) em cada orelha. A
indometacina foi usada como anti-inflamatério de referéncia (controle positivo). Cada coluna representa a média
de peso das orelhas + E.P.M., 6 horas apds aplicacdo do dleo de créton. * P < 0,05 comparado com 0 grupo

controle (ANOVA, Teste de Tukey).

3.2 Atividade da mieloperoxidase

A MPO é uma enzima presente nos granulos intracelulares de neutréfilos, e pode ser
usada como marcador do influxo de leucdcitos polimorfonucleares para os tecidos inflamados
(Faurschou e Borregaard, 2003). O anetol nas doses de 250 e 500 mg/Kg inibiu

significativamente a atividade da enzima (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do anetol sobre a atividade da enzima MPO no tecido da orelha de camundongos Swiss machos.
Os animais (n = 6 animais por grupo) foram tratados oralmente com anetol 250 e 500 mg/Kg, indometacina (10
mg/Kg) ou é&gua, 1 horas antes da aplicagdo do 6leo de créton (200 pg) em cada orelha. A indometacina foi
usada como anti-inflamatério de referéncia (controle positivo). V = Orelhas que receberam apenas veiculo. Cada
coluna representa a média da atividade da MPO + E.P.M., 6 horas apds aplicacdo do 6leo de créton. * P < 0,05
comparado com o grupo controle, ** P < 0,005 comparado com o grupo controle, *** p < 0,001 comparado com
0 grupo controle (ANOVA, Teste de Tukey).

3.3 Efeito do anetol sobre a pleurisia induzida por carragenina

A injecdo intra-pleural de carragenina em ratos (Cg), induz uma resposta inflamatéria
aguda, caracterizada pelo aumento significativo do volume de exsudato pleural e das células
gue migram para a cavidade quando comparados aos animais controle (C). O tratamento dos
animais com o anetol reduziu a intensidade da resposta inflamatéria (Figura 4), reduzindo
tanto o volume do exsudato inflamatério pleural como o nimero de leucécitos migrados. A
diminuicdo do numero de leucdcitos, nas doses de 250 e 500mg/Kg (48,78%), foi devido
principalmente a uma reducdo do numero de leucécitos polimorfonucleares uma vez que o
namero de leucécitos mononucleares ndo foi modificado (Tabela 1). O tratamento com
indometacina (10 mg/Kg), farmaco antiinflamatério de referéncia, causou uma redugdo
intensa do volume de exsudato (57,36%) sem alterar o nimero de leucocitos totais migrados
(Figura 5).
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Figura 4. Efeito do anetol na pleurisia induzida por injecdo intra-pleural de carragenina (Cg) em ratos Wistar
machos. Os animais (n = 6 — 11 animais) foram tratados oralmente com anetol nas concentracfes de 62,5; 125;
250 e 500 mg/Kg, 1 hora antes da injecdo intra-pleural de carragenina (200 pg). A indometacina (Indo),
administrada oralmente na dose de 10 mg/Kg, foi usada como anti-inflamatério de referencia (controle positivo).
Cada ponto representa a média do volume de exsudato + E.P.M., 4 horas apds a injecdo de carragenina. * P <

0.0001 comparado com o grupo controle (Cg) (ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 5. Numero de leucdcitos totais no exsudato pleural inflamatério em ratos Wistar machos. Os animais (n =
6 — 11 animais) foram tratados oralmente com anetol nas concentra¢des de 62,5; 125; 250 e 500 mg/Kg, 1 hora
antes da injecdo intra-pleural de carragenina (200 pg). A indometacina (Indo), administrada oralmente na dose
de 10 mg/Kg, foi usada como anti-inflamatorio de referéncia (controle positivo). Cada ponto representa a média
do ntmero total de céluas = E.P.M., 4 horas apds a injecdo de carragenina. *P < 0,05 comparado com 0 grupo
controle (Cg) (ANOVA, Teste de Tukey).



Tabela 1. Numero de leucdcitos total e diferencial no exsudato inflamatorio pleural de ratos
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Leucécitos/mm®

Grupo de

animais N LT PMN MN
Normais 6 6700 + 450 1800 * 160 4900 + 390
Cg 11 62477 + 6363 47187 + 5661 15290 + 1038
Indo 10 9 60083 + 5536 47461 + 6316 12623 + 1606
Anetol 62,5 6 56458 + 2586 36496 + 2863 19963 + 1425
Anetol 125 7 46840 + 9798 29340 + 2784* 17500 + 8344
Anetol 250 7 42421 + 4440* 27396 + 4013* 15025 + 1282
Anetol 500 7 41643 + 3596* 28392 + 3168* 13251 + 1940

Cada valor representa a média do nimero de leucécitos + E.P.M. no exsudato inflamatério dos animais, 4 horas
apos a injecdo de carragenina na cavidade intra-pleural. N = NUmero de animais por grupo. LT = Leucdcitos
totais. PMN = Leucdcitos polimorfonucleares. MN = Leuc6citos mononucleares. Os tratamentos dos animais
com &gua (Cg), indometacina (Indo) 10mg/Kg e anetol nas doses 62,5; 125; 250 e 500 mg/Kg, foram
administrados oralmente, 1 hora antes da injecdo de carragenina. *P < 0,05 comparado com o grupo controle
(Cg) (ANOVA, teste de Tukey)

3.4 Determinacdo da concentracdo de NO, (NO* + NO?) no exsudato pleural

A injecdo de carragenina na cavidade intra-pleural dos animais aumentou
significativamente os niveis de NO no exsudato inflamatdrio. O tratamento dos animais com
anetol nas doses de 250 e 500 mg/Kg, por via oral, reduziu significativamente os niveis de
NO no exsudato dos animais tratados quando comparado com os animais controles sem

tratamento. Os resultados estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito do anetol sobre a concentracdo de nitrato total no exsudato pleural inflamatorio de ratos Wistar
machos. Os animais (n = 6 por grupo) foram tratados oralmente com &gua ou anetol 250 ou 500 mg/Kg, 1 hora
antes da injecdo de carragenina. Cada ponto representa a média da concentragdo de nitrato £ E.P.M., 4 horas

apos a injecdo de carragenina. *P < 0,05 comparado com o grupo controle (Cg). (ANOVA, Teste de Tukey).

3.5 Determinacdo dos niveis de IL-1p, TNF-a e PGE; no exsudato pleural

Os niveis de IL-1p e TNF-a estavam significativamente elevados no exsudato
inflamatorio dos ratos que receberam injecdo intra-pleural de carragenina quando comparados
com os animais controles (que receberam apenas injecdo de PBS na cavidade pleural). De
acordo com os dados o aumento ocorreu tanto na segunda como na quarta hora apos a
aplicacdo do agente flogistico sendo que na segunda hora este aumento foi mais pronunciado.
O tratamento dos animais com anetol nas doses de 250 e 500 mg/Kg néo alterou os niveis de
IL-1B e TNF-a no exsudato. Os resultados estdo apresentados nas Figura 7 e Figura 8.

Por outro lado, o tratamento dos animais com anetol nas doses de 250 e 500 mg/Kg
reduziu os niveis de PGE; no exsudato inflamatério pleural tanto na segunda como na quarta

hora ap0s a injecdo intra-pleural de carragenina. Os resultados estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 7. Efeito do anetol sobre os niveis de IL-1B no exsudato pleural de ratos Wistar machos. Os animais (n =
5 por grupo) foram tratados oralmente com &gua ou anetol 250 e 500 mg/Kg, 1 hora antes da injecdo de
carragenina. Um grupo recebeu injecdo intra-pleural de PBS (basal). Cada ponto representa a média da

concentragdo de IL-1p + E.P.M., 2 e 4 horas ap0s a inje¢ao de carragenina. (ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 8. Efeito do anetol sobre os niveis de TNF-o no exsudato pleural de ratos Wistar machos. Os animais (n =
5 por grupo) foram tratados oralmente com &gua ou anetol 250 e 500 mg/Kg, 1 hora antes da injegdo de
carragenina. Um grupo recebeu injecdo intra-pleural de PBS (basal). Cada ponto representa a média da

concentragdo de TNF-a. = E.P.M., 2 ¢ 4 horas ap0s a injegdo de carragenina. (ANOVA, Teste de Tukey).
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Figura 9. Efeito do anetol sobre os niveis de PGE, no exsudato plural de ratos Wistar machos. Os animais (n =5
— 6 animais por grupo) foram tratados oralmente com &gua ou anetol 250 e 500 mg/Kg, 1 hora antes da injecdo
de carragenina. Cada ponto representa a média da concentracdo de PGE, + E.P.M., 2 e 4 horas ap06s a injecdo de
carragenina. (ANOVA, Teste de Tukey). ¥ P < 0,05 comparado com o grupo controle 2h (Cg); “ P < 0,001
comparado com o grupo controle 2h; * P < 0,05 comparado com o grupo controle 4h (Cg), = P < 0,0001

comparado com o grupo controle 4h (Cg) (ANOVA, Teste de Tukey).

3.6 Andlise do 6leo de anis estrelado

A anélise da composicdo do Oleo essencial de anis estrelado por CG-MS mostrou
predominancia de terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos). Os constituintes encontrados
foram: anetol (98.1,%), estragol (0,7%), linalol (0,4%), metil-eugenol (0,3%), B-cariofileno
(0,3%), limoneno (0,1%) e anisaldeido (0,1%) (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma (CG) do 6leo essencial obtido do anis estrelado. Tempo de retengdo em minutos:
10,14 = limoneno (0,1%), 12,97 = linalol (0,4%), 17,25 = estragol (0,7%), 19,59 = anisaldeido (0,1%), 21,02 =
anetol (98,1%), 24,87 = metil-eugenol (0,3%), 26,70 = B-cariofileno (0,3%) S = Solvente.

3.6.1 Deslocamentos quimicos de **C e *H do anetol

A analise espectrofotométrica do anetol obtido do 6leo essencial de anis estrelado
mostrou dados de deslocamentos quimicos de 13C e 1H concordantes com a literatura.

trans-Anetol. 1-methoxy-4-(1-propenyl)benzene, liquido incolor, C10H:,0 (M 148.2).

RMN H (300 MHz, CDCl,: 7.27 (dt, 2H, H-3 & H-5, *Jun, € 2 hg g = 8.7 Hz , U grge ,
HsHz = 3.0 Hz ), 6,84 (dt, 2H, H-2 & H-6, Iy € *Jrghs = 8.7 HZ , U hpng €, Y Hgh, = 3,0
Hz), 6,35 (dg, 1H, Ha, 3 n, 1y, = 15.7 Hz, 0, 1, = 1.6 Hz ), 6,10 (dg, 1H, Hy, *J 4, 1, = 15,7
Hz, ®J y, 1. = 6,6 H2), 3,79 (s, 3H, Hy), 1,86 (dd, 3H, He, *J n, 1, = 6,5 Hz, Iy, 1, = 1,5 Hz ).
RMN -C (75 MHz, CDCls): 158,7 (C-1), 131,0 (C-4), 130,5 (C-8), 127,0 (C-3 e C-5), 123,6
(C-9) 114,0 (C-2 e C-6) 55,4 (C-7), 18,6 (C-10).
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4 DISCUSSAO

A busca de novos agentes terapéuticos que efetivamente interferem no processo
inflamatério é de grande importancia. Para a maioria das plantas medicinais usadas
popularmente, 0 mecanismo de suas a¢des farmacologicas, seus efeitos toxicos e a identidade
de seus componentes ativos, permanecem desconhecidos. Os 6leos essenciais, metabolitos
secundarios de vegetais, ttm sido amplamente empregados na medicina popular para o
tratamento de diversas doencas. No entanto, até hoje, apenas uma pequena porcentagem
destes dleos foi estudada, e mesmo assim, somente para algum efeito especifico. Neste estudo
o0 anetol, extraido do 6leo essencial do anis estrelado (lllicium verum), foi identificado a fim
de investigar sua propriedade antiinflamatoria e seu provavel mecanismo de agao.

O edema de orelha é comumente utilizado para avaliar propriedades antiinflamatorias
de moléculas sintéticas e extratos vegetais e foi empregado neste estudo como um dos
modelos para avaliar a atividade antiinflamatdria do anetol. O éleo de créton, usado como
agente flogistico, induz uma resposta inflamatéria caracterizada por formacdo de edema e
infiltracdo de leucdcitos através da ativacao da enzima fosfolipase A, e conseqiientemente da
biossintese de leucotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e producdo de citocinas (Otuki et al.,
2005). Neste trabalho ficou claramente demonstrado que o efeito inibitério do anetol sobre a
resposta inflamatéria neste modelo é dependente da via de administracdo. Somente o
tratamento com anetol por via oral reduziu o edema e o nimero de leucécitos migrados para o
local de lesdo, como observado pela reducdo da atividade da enzima MPO. Por outro lado, a
aplicacdo topica do anetol ndo provocou efeito inibitorio. Isto pode ser explicado por uma
farmacocinética desfavoravel para a absor¢do topica do anetol utilizado, ou ainda, pela
possibilidade do efeito inibitorio ser causado pelos derivados metabolicos originados apds a
biotransformacao hepatica do anetol. Esta hipotese estd amparada nos estudos de Freire et al.
(2005) os quais verificaram que os derivados metabolicos do anetol apresentavam maior
atividade inibitdria sobre a permeabilidade vascular quando comparada ao préprio anetol.

Numa segunda etapa de ensaios o efeito do anetol foi investigado no modelo de
pleurisia induzida pela carragenina. Este modelo experimental de inflamacdo aguda é bem
caracterizado e permite a quantificacdo e a correlacdo entre a migragéo celular e a formagéo
de exsudato, alem da determinacdo de mediadores inflamatorios envolvidos no processo
(Moore et al., 2003; Iwata et al., 2010). A resposta inflamatdria induzida pela carragenina é
caracterizada por uma fase inicial que é dependente da liberacdo de histamina, serotonina e

bradicinina, seguida por uma fase posterior que € mantida pela liberacdo de mediadores
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derivados do &cido araquidénico, do o6xido nitrico e das citocinas (Gilroy et al.,1999; Harada
et al., 1996; Iwata et al., 2010; Moore et al., 2003; Paul-Clark et al., 2001; Tomlinson et
al.,1994). Todos estes mediadores tém um papel importante nos fenbmenos vasculares e
celulares da resposta infamatdria, induzindo vasodilatacdo, aumento de permeabilidade
vascular e recrutamento de leucocitos para o local da inflamacdo (Goodman et al., 1993, Iwata
et al., 2010). Portanto, espera-se que agentes inibidores destes mediadores apresentem
atividade antiinflamatoria.

Nossos resultados demonstraram uma atividade antiinflamatoria significativa do anetol
neste modelo, uma vez que o tratamento reduziu tanto a formacgdo de exsudato como a
migracao de leucocitos polimorfonucleares para a cavidade pleural. Esta Gltima acdo é muito
importante uma vez que a maioria dos antiinflamatdrios ndo-esteroidais tradicionais tem
efeito reduzido sobre a migracéo celular. E sabido que a migragdo de neutréfilos para o local
da inflamag&o é um passo crucial na defesa do organismo, no entanto, se esta mobilizacéo é
intensificada o acimulo destas células pode causar danos aos tecidos, através da liberacdo de
enzimas proteoliticas lisossomais, metaloproteases e espécies reativas derivadas de
oxigénio/nitrogénio. Assim, estratégias para limitar a migracdo de neutréfilos para o foco da
lesdo sdo muitas vezes necessarias para o beneficio clinico de agentes utilizados em doencas
inflamatdrias (O Dell, 2004).

O pronunciado efeito do anetol observado encorajou-nos a investigar alguns dos
possiveis mecanismos envolvidos neste efeito. Como ja comentado a injecdo intra-pleural de
carragenina em ratos resulta em um aumento na producdo/liberacdo de NO e PGE; além de
citocinas pré-inflamatorias (IL-1p e TNF-a) no tecido inflamado (Passos et al., 2007; Pinheiro
e Calixto, 2002; Portanova et al., 1996). Entdo, o efeito do tratamento com o anetol sobre a
producdo/liberacdo desses mediadores apds a injecdo de carragenina foi avaliado. Os
resultados indicaram que o anetol foi efetivo para inibir os niveis de NO e PGE,, mas ndo 0s
de IL-1p e TNF-a. Esses resultados indicam portanto, que o anetol possui um mecanismo de
acdo similar aos farmacos antiinflamatorios ndo-esteroidais, uma vez que as isoformas de
COX séo os primeiros alvos desta classe de farmacos (Murakami e Kudo, 2004; Tilley et al,
2001).

Um aspecto importante a ser considerado é que nesses modelos o anetol foi utilizado
em dose Unica, por isso ndo podemos descartar a possibilidade de um efeito inibitorio sobre a

producéo de citocinas em tratamento mais prolongado.
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Adicionalmente, enfatizamos que as doses do anetol usadas ndo causaram alteracfes
morfologicas e bioguimicas no figado, baco e rins dos animais (dados ndo mostrados).

Em resumo, o presente estudo forneceu evidéncias que o anetol possui atividade
antiinflamatodria significativa quando administrado por via oral em animais. Esta atividade
pode ser atribuida, pelo menos parcialmente, ao efeito inibitério sobre a producdo e/ou
liberacdo do 6xido nitrico e de metabdlitos ativos do acido araquiddnico.

Outros experimentos estdo em progresso para avaliar propriedades e mecanismos
adicionais do anetol, que pode representar em um futuro proximo uma nova opcao terapéutica

para o tratamento de doencas inflamatorias.
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