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RESUMO
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INDUZIDA PELA ADMINISTRAGCAO TOPICA DE CINAMALDEIDO EM
CAMUNDONGOS

Autor: Cassia Regina da Silva
Orientador: Juliano Ferreira
Data e Local da defesa: Santa Maria, 30 de margo de 2011.

O cinamaldeido € um composto natural frequentemente encontrado em formulacdes
cosmeéticas, capaz de induzir irritacdo na pele quando aplicado topicamente, porém
0 mecanismo pelo qual o cinamaldeido produz estas reagdes ainda é desconhecido.
Neste trabalho demonstramos que o cinamaldeido foi capaz de induzir edema de
orelha em camundongos (1-6 pg/orelha) com um efeito maximo obtido com a dose
de 4 pg/orelha (Emax de 0,18 £ 0,02 mm e um DEsy de 2,0 (1,1- 3,4) pg/orelha). O
cinamaldeido foi capaz ainda de induzir infiltracdo leucocitaria detectada por um
aumento na atividade da MPO e confirmada por analise histolégica. O edema e a
infiltracdo leucocitaria iniciados apos aplicagdao topica de 4 pg/orelha de
cinamaldeido foi prevenido pela aplicacdo tépica de vermelho de ruténio, um
antagonista TRP n&o seletivo, e por canfora e HC030031, dois antagonistas
seletivos TRPA1. Por outro lado, a aplicagdo de SB366791, um antagonista seletivo
TRPV1, ndo alterou o edema nem a infiltracdo leucocitaria. Ainda, o edema induzido
pelo cinamaldeido foi prevenido pela aplicagao topica de aprepitant, um antagonista
seletivo do receptor NK1 para taquicininas, sugerindo que a liberacdo de
neuropeptideos esteja envolvida neste processo. Também foi observado que a
aplicacdo topica repetida de cinamaldeido 4 pg/orelha nédo foi capaz de induzir
processos de sensibilizagao/dessensibilizacdo. No entanto, o tratamento repetido
com o antagonista TRPV1, capsaicina, aboliu o edema induzido pela prépria
capsaicina, confirmando a ocorréncia de dessensibilizacdo, e diminuiu parcialmente
o0 edema induzido pelo cinamaldeido sugerindo o envolvimento de fibras sensiveis a
capsaicina, além de outras vias, neste processo. Os resultados demonstram que o
cinamaldeido induz um processo inflamatério na pele através de um mecanismo que
envolve a ativacao do receptor TRPA1 e consequente infiltracdo leucocitaria.

Palavras chave: capsaicina, 6leo de mostarda, TRP, edema
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CINNAMALDEHYDE TO MICE
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Cinnamaldehyde, a natural compound frequently present in cosmetic formulations,
induces skin irritation when topically applied, but the mechanism by which
cinnamaldehyde produces such skin reactions is unclear. Here, we showed that
cinnamaldehyde induced ear edema in mice (1-6 pg/ear) with a maximum effect with
4 pglear (Emax of 0.18 + 0.02 mm and an EDsy value of 2.0 (1.1- 3.4 pg/ear).
Cinnamaldehyde can induce leukocyte infiltration detected by an increase in MPO
activity and confirmed by histological analyses. The edema and cellular infiltration
evoked by 4 ug/ear of cinnamaldehyde was prevented through topical application of
ruthenium red, a non selective TRP antagonist or by camphor and HC030031, two
TRPA1 receptor antagonists. In contrast, the edema and the leukocyte infiltration
was unaffected by the TRPV1 receptor antagonist SB366791. Cinnamaldehyde-
induced edema but not cellular infiltration was also prevented though topical
application of the tachykinin NK1 antagonist aprepitant, indicating a neuropeptides
release phenomenon in this process. Also, we observed that repeated topical
applications of cinnamaldehyde 4 pg/ear) did not induced
sensitization/desensitization alterations. Interestingly, the TRPV1 antagonist,
capsaicin, repeated treatment abrogated its edematogenic response, confirming the
desensitization process and decrease partially the cinnamaldehyde induced edema,
suggesting the involvement of capsaicin-sensitive fibers and additional targets in
cinnamaldehyde response. The present results demonstrated that cinnamaldehyde
induces mouse skin inflammation through a mechanism involved the TRPA1 receptor
activation and subsequent leukocyte infiltration. In addition, evidence supports the
assumption that the tachykinin NK1 receptor is involved in these inflammatory
responses.

Key words: capsaicin, mustard oil, TRP, edema, skin irritation
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1. APRESENTAGAO



Apresentagao

No item INTRODUGAO esta descrita uma revisdo sobre os temas trabalhados
nesta dissertacio.

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estao apresentados sob a
forma de artigo, o qual encontra-se no item ARTIGO CIENTIFICO. As secdes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias Bibliograficas encontram-
se no préprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES encontrados no final desta
dissertagcao, apresentam interpretagcées e comentarios gerais sobre o artigo cientifico
contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO

desta dissertacao.




2. INTRODUGAO



Introducgao

A dermatite de contato € uma das doengas de pele mais comuns, atingindo
10% da populacdo mundial e tendo como caracteristica primaria o desenvolvimento
de uma lesao avermelhada que pode apresentar prurido, e que se desenvolve apds
o contato da pele com uma substancia quimica causadora (Kadyk et al., 2003;
Slodownik et al.,, 2008). Por definicdo, esta reacdo da pele compreende
manifestagcbes agudas e crdnicas devido a exposigcdo a alérgenos (dermatite de
contato alérgica) ou irritantes (dermatite de contato irritativa) (Fyhrquist-Vanni et al.,
2007).

Varios compostos naturais podem induzir dermatite de contato devido a
exposig¢ao da pele, como por exemplo, a produtos cosméticos que contenham estes
ingredientes. Ha estudos em animais e humanos demonstrando o poder irritante de
diversos destes compostos, como por exemplo, o trans-cinamaldeido. O
cinamaldeido confere sabor e cheiro caracteristico a canela e é o principal
componente encontrado no 6leo de canela (para revisao, ler: Calixto et al., 2005).
Ele é usado como fragrancia em logdes corporais, xampus, sabonetes e também em
produtos ndo cosméticos como detergentes de limpeza (Bickers et al., 2005;
Cocchiara et al., 2005).

E documentado que o uso do cinamaldeido em concentragdes entre 0,125-
1,25% nao parece provocar reacdes na pele. No entanto, em uma concentracao de
3% pode ser observada uma queimacéao local e em concentragbes de 8% podem
levar ao desenvolvimento de irritagdo severa da pele, evidenciada em voluntarios
humanos (Bickers et al., 2005; Cocchiara et al., 2005). Apesar disso, o cinamaldeido
pode ser encontrado em concentragdes de até 10% em alguns produtos cosméticos,
como shampoos, cremes, desodorantes, entre outros. Porém o mecanismo pelo qual
o cinamaldeido produz tais irritagbes ainda € desconhecido (Bickers et al., 2005;
Cocchiara et al., 2005).

Recentemente foi demonstrado que o cinamaldeido e outros irritantes
derivados de produtos naturais, como o isotiocianato de alila (AITC- substancia
encontrada na raiz forte € na mostarda) e a capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-
nonenamida- molécula ativa responsavel pela ardéncia da pimenta vermelha), sdo
agonistas de alguns membros da familia TRP (Receptores de Potencial Transitorio)
de canais i6nicos (Caterina et al., 1997; para revisao, ler: Calixto et al., 2005).

A familia dos TRPs constitui-se de canais catibnicos nao seletivos, formados

por seis dominios transmembrana contendo suas por¢ées amino e carboxi terminais
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Introducgao

intracelularmente. Os TRPs sao formados por seis subfamilias, das quais
destacamos duas: TRPV (vaniléide) e TRPA (anquirina). Os receptores destas duas
familias em especial, podem ser ativados por uma ampla gama de estimulos nocivos
como calor, frio, estimulacdo mecanica e varias substancias quimicas irritantes
(Nilius et al., 2007).

O receptor TRPV1 é ativado por temperaturas 243°C, pH < 5,9, e por varias
substancias exogenas irritantes como a capsaicina e resiniferatoxina (da planta
Euphorbia resinifera), e por algumas substancias endégenas, como a anandamida
(para revisao, ler: Calixto et al.,, 2005). O receptor TRPA1 (Unico membro da
subfamilia TRPA em mamiferos) foi primeiramente descrito como sendo um sensor
para o frio nocivo em terminagdes periféricas de fibras sensoriais, mas atualmente ja
existem estudos que contradizem tal afirmacdo (Story et al., 2003; Bautista et al.,
2007). Além disso, o receptor TRPA1 é ativado por estimulos mecénicos e por varias
substancias naturais e irritantes derivadas de plantas como o isotiocianato de alila, a
alicina (presente no alho) e o cinamaldeido (Bandell et al., 2004; Jordt et al.,2004;
Mapherson et al., 2005).

O canal TRPA1 pode ser encontrado nas terminagdes e nos corpos celulares
de neurbnios sensoriais co-localizados com o receptor TRPV1 e com
neuropeptideos como a substanica P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP). A ativagao destas terminagdes e consequente liberagdo de neuropeptideos
podem induzir sinais classicos da inflamacdo, desencadeando o fenémeno
conhecido como inflamagéo neurogénica. Este tipo de inflamacao esta envolvida no
mecanismo de muitas doencgas tais como a dor neuropatica, a asma, a enxaqueca e
a prépria dermatite (Inoue et al., 1997; Peters et al., 2006). Esta inflamagao na pele
decorre de um fenébmeno de vasodilatagao arteriolar originado pelas fibras nervosas
locais, com aumento do fluxo sanglineo e consequente edema por extravasamento
de plasma da vénula pos-capilar.

Uma observagéo interessante € o fato do cinamaldeido ser um agonista
TRPA1, e o papel deste receptor na irritagcdo da pele produzida por este ligante
ainda é desconhecido. Thorne et al.,, 1991 demonstraram que o cinamaldeido
quando aplicado topicamente na orelha de camundongos é capaz de induzir edema
nas concentracoes de 5, 10, 15 e 20%. Entretanto o efeito do cinamaldeido em
outros parametros inflamatérios, como infiltragao leucocitaria, ndo é conhecido até o

momento. Além disto, recentemente demonstrou-se que o TRPA1 pode ser
5
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expresso em células nao-neuronais, como nas principais células formadoras da
epiderme, os queratindcitos (Atoyan et al., 2009). Assim, o objetivo do nosso estudo
foi Investigar a participagcdo do receptor TRPA1 na resposta inflamatéria induzida
pela aplicagdo tépica de cinamaldeido na orelha de camundongos caracterizar

melhor o processo inflamatoério da pele, induzido pelo cinamaldeido.



3. OBJETIVOS



Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Investigar a participacao do receptor TRPA1 na resposta inflamatoria induzida
pela aplicagéo tépica de cinamaldeido na orelha de camundongos.

3.2 - Objetivos Especificos

1- Caracterizar o edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de
cinamaldeido;

2- Analisar a infiltracdo leucocitaria induzida pela aplicagdo topica de
cinamaldeido por métodos enzimaticos, histoldgicos e imunohistoquimicos;

3- Verificar o efeito de antagonistas seletivos e nao seletivos do receptor
TRP e do receptor NK4 sobre a resposta inflamatéria induzida pelo cinamaldeido;

4- Verificar a ocorréncia de sensibilizacdo ou dessensibilizacdo por
aplicacéao repetida de cinamaldeido;

5- Verificar a expressdao dos receptores TRPV1 e TRPA1 apods

sensibilizagcado ou dessensibilizacao.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA



Revisao Bibliografica

4.1- Pele

A pele é o revestimento externo do corpo, sendo um tecido imune e
exercendo funcgdes protetoras contra a exposicdo diaria a diferentes danos,
executando um grande numero de fungdes criticas para a vida. Ela atua como uma
barreira protetora contra a desidratacdo, estresses fisicos e quimicos e contra
infeccbes. A pele também regula a temperatura corporal por controlar as agdes de
dilatagdo e contragdo dos vasos sanguineos e glandulas sudoriparas. Ela funciona
como um sitio de interagdo com varios tipos de estimulos que podem ser recebidos
e processados pelo sistema nervoso central e periférico (Peters et al., 2006).

Os neurbnios sensoriais que povoam a epiderme e a derme permitem
detectar, avaliar e distinguir diferentes estimulos, sejam eles causados por
organismos patogénicos, irradiagao, agressdo mecanica, alteragdes de temperatura
ou agentes quimicos (Steinhoff et al., 2003; Lee e Caterina 2005; Peters et al.,
2006). Recentemente foi demonstrado que esses neurdnios cutaneos expressam
numerosos canais ibnicos, além de inumeros receptores moleculares, os quais
podem ser ativados por estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos.

Os neurdnios sensoriais cutdneos podem ser classificados como fibras-C, Ap-
e Ad- se considerado seu grau de mielinizagao e velocidade de geracao de potencial
de acédo (Figura 1) (Lumpkin e Caterina, 2007). Considerando-se critérios
morfologicos, podem ser classificados em peptidérgicos (capazes de produzir e
liberar neuropeptideos como a substancia P (SP) e o neuropeptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), e nao-peptidérgicos (Zegarska et al., 2006). Eles
podem também ser classificados conforme a modalidade de estimulo sensorial que
conduzem, por exemplo, os termoreceptores respondem a estimulos térmicos de
calor ou frio enquanto que os mecanoreceptores respondem a estimulos mecanicos.
Sensagbes de dor, temperatura ou formigamento podem também ser evocadas
quando substancias quimicas exdgenas ou endogenas ativam seus sitios de agao
presentes nos neurbnios sensoriais cutaneos (para revisao, ler: Calixto et al., 2005;
Lumpkin e Caterina, 2007). A estimulacdo dos receptores presentes nos neurénios
peptidérgicos pode promover uma rapida liberagdo de neuropeptideos nas
terminagdes nervosas sensoriais. Estes neuropeptidos podem estar envolvidos na

regulagcéo da fungéo de arteriolas e vénulas ou ainda de glandulas (Stenhoff et al.,
10
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2003; Peter set al., 2006; Zegarska et al., 2006). Estudos recentes demonstram que
esses neuropeptideos podem ser regulados por células n&o-neuronais como 0s

queratinécitos (Atoyan et al., 2009; Denda et al., 2001).

Epiderme

Estrato corneo
Estrato granuloso
Estrato espinhoso
Estrato basal

Medula Espinhal

™| A3 (mielinizada)

Fibras-C peptidérgicas
(nao-mielinizada)

Células de
Merkel

Fibras-C nao-peptidérgicas
(nao-mielinizada)

AB (mielinizada)

Figura 1. Diversidade de neurbnios somatosensoriais na pele. A pele é inervada por neurdnios
sensoriais que se projetam até a medula espinhal. Fibras AB, como aquelas que inervam as células
de Merkel e se localizam em torno da base do pélo, sdo sensiveis ao toque. Fibras Ad- e fibras C
incluem nociceptores e termoreceptores. Fibras-Ad possuem terminagdes livres na derme. Fibras C
nao peptidérgicas e peptidérgicas terminam em diferentes camadas epidérmicas e apresentam

diferentes proje¢cdes na medula espinhal. Adaptado de Lumpkin e Caterina, 2007.

Os queratinécitos representam o tipo celular predominante na epiderme,
originando-se da camada basal e formando um epitélio estratificado bem
organizado. Ha estudos que demonstram que os queratindcitos expressam alguns
receptores, entre eles os receptores de potencial transitério (TRPs) que quando
ativados estdo envolvidos em uma gama de processos que vao desde a proliferagéo

dos préprios queratindcitos, apoptose de algumas células da pele até a percepgéao
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de estimulos térmicos, fisicos e quimicos (Peter set al., 2006; Bird e Kévacs, 2009;
Atoyan et al., 2009). A ativagao dos receptores TRP vaniloide tipo 1 (TRPV1) e TRP
anquirina tipo 1 (TRPA1), em especial, pode ainda envolver outros processos como
a regulacao de eventos pro - inflamatérios (Gabor et al., 1992; Inoue et al., 1997).

Neste sentido, estudos demonstram que os queratinécitos expressam
receptores para neurocininas NK; (receptores para a substancia P) e para CGRP
(receptores para peptideo relacionado ao gene da calcitonina), que sao os dois
principais neuropeptideos liberados durante o processo de inflamagéo neurogénica
(Figura 2) (Scholzen et al., 1998; Peter set al., 2006).

Na pele, esta inflamagédo € iniciada ou mantida com a liberagdo desses
neuropeptideos apoés, por exemplo, a ativacao de receptores TRP nos queratindcitos
ou terminagdes nervosas sensoriais, causada por diversos estimulos como radiagao
UV, temperaturas extremas, substancias irritantes, entre outros (Peters et al., 2005).
Ainda, a regulacdo destes neuropeptideos pode se dar através de degranulagéo
mastocitaria. Apos a liberagdo dos neuropeptideos pode ocorrer respostas
vasculares que incluem extravasamento plasmatico e recrutamento de algumas
citocinas que vao coordenar a infiltracdo leucocitaria, causando prurido, edema,
vermelhidao e infiltragdo celular cutédnea (Peters et al., 2006).

Por este motivo, durante algumas doencgas de pele, como por exemplo nas
dermatites, a inervacdo cutanea se apresenta alterada e varios fatores, como o
estresse, podem exacerbar este fendbmeno inflamatério. Acredita-se que nesses
casos ocorra um aumento da liberagdo de neuropeptideos que encontram nos

queratindcitos receptores funcionais, alvos para sua sinalizagéo (Peters et al., 2005).
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Figura 2. Liberagdo de neuropeptideos (SP e CGRP) regulando o processo de inflamagao
neurogénica. Diferentes estimulos como calor, prétons, bradicinina, irritantes, entre outros; podem
ativar determinados receptores presentes em terminagdes nervosas sensoriais ou células da pele
como os queratinécitos. SP e CGRP liberados de terminagdes nervosas sensoriais levam a
degranulagdo mastocitaria e regulam o fluxo sanguineo, ocorre dilatacdo arteriolar e vasodilatagdo
venular, com conseqlente extravasamento plasmatico e edema. Algumas citocinas e interleucinas
sdo recrutadas diretamente nos queratindcitos ou pela degranulacdo de mastécitos iniciando
infiliragdo celular. Outros mediadores como histamina, serotonina ou prostaglandinas, atuam neste
processo por regulagao direta da liberagdo de neuropeptideos como SP e CGRP. Adaptado de Peter
set al., 2006. Abreviagdes: ATP- Trifosfato de adenosina; CGRP- Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina; CGRP1- Receptor para CGRP tipo 1; CRH- Hormoénio liberador de Corticotrofina; ICAM-
Molécula de Adesdo Intercelular; IFN- Interferon; IL- Interleucina; NGF- Fator de Crescimento do
Nervo; PAR- Receptor de Proteinase Ativado; SP- Substancia P; NK;- Receptores para SP; TNF-

Fator de Necrose Tumoral; UV- Luz Ultravioleta; VCAM- Molécula de Adesé&o Celular Vascular.
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4.2 - Dermatite

A dermatite pode ser definida como um grupo de doengas inflamatérias da
pele, pruriginosas, com caracteristicas clinicas e histolégicas comuns e muito bem
definidas (Azulay, 2008). As lesbes elementares que definem as dermatites s&o:
eritema, edema, vesiculas, crostas e descamacéo. De acordo com a predominancia
destas lesdes, o quadro pode ser classificado em agudo, subagudo e crdnico
(Azulay, 2008).

As dermatites podem ser classificadas de acordo com o agente causador e a
forma como se iniciam em dermatite atdpica, dermatite de contato, seborréica,
numular, neurodermatite, de estase e disidrética. Elas resultam de causas externas
com etiologia variada e mecanismos patogénicos diversos, acometem igualmente
ambos 0s sexos e podem ocorrer em qualquer época da vida sendo uma das causas
mais comuns de faltas no trabalho. Sdo de ocorréncia muito frequente sendo mais
comum a dermatite de contato, seguida da dermatite atdpica e da seborréica
(Azulay, 2008). Existem variagdes na suscetibilade dos individuos e de regides do
mesmo individuo que dependem, principalmente, da espessura da camada cornea.
Ainda, o tipo constitucional da pele, pigmentagéo, pH e manto lipidico sdo condigbes
que, alteradas, podem favorecer o aparecimento de dermatoses ocupacionais.

No tratamento, a primeira providencia € afastar o agente causal e priorizar o
tratamento de infecgdes secundarias eventuais. Nao ha cura, apenas controle da
doenga. O tratamento inclui remogdo do agente agressor em conjunto com a
utilizacdo de cremes antiinflamatoérios esterdides, anti-histaminicos e, nos casos
severos, corticoides orais (Fyhrquist et al., 2007). Nas dermatites de contato
costumam-se aplicar testes de contato, que s&o uteis na identificagdo de
substéancias as quais o individuo é alérgico. Entretanto, os resultados devem ser
interpretados com critério, pois as substancias testadas, ainda que positivas, podem
nao estar envolvidas no problema atual.

Podemos distinguir dois tipos de dermatite de contato, com etiologia e
fisiopatogenia distintas: dermatite de contato por irritante primario (DCIP) e dermatite
de contato alérgica (DCA). Tanto a DCIP quanto DCA podem ser de causa

ocupacional. A DCIP é provocada, em geral, por substancias alcalinas ou acidas
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fracas que, ndo tendo a capacidade de provocar queimaduras ou necrose, apenas
produzem irritacdo cutanea. Estas substancias ao entrarem em contato com a pele,
causam lesao dos queratinécitos, surgindo, posteriormente, reagédo inflamatéria da
derme papilar. Os sintomas clinicos se apresentam como eritema, descamacéao e
por vezes, vesiculas e bolhas, surgindo horas apds o contato com irritantes fortes
como alguns acidos (manifestagdo aguda), ou depois de semanas de uso
continuado com irritantes mais fracos, como sabonetes e xampus (manifestacéo
cronica). As duas principais variaveis sao as concentragdes da substancia e o tempo
de exposi¢cao. O diagnostico € sugerido pela localizagdo da erupgéo e historia de
exposicao ao agente agressor (Peters et al., 2006; Fyhrquist et al., 2007; Azulay et
al. 2008).

A DCA é aquela decorrente da resposta ao contato com substancias que
provocam alergia, ocorrendo em poucos dias com alérgenos com alto poder
sensibilizante (7 a 14 dias), podendo levar anos para ocorrer com outros antigenos.
Assim como na DCIP, os agentes etiologicos da DCA sdo substancias quimicas
pouco complexas como elementos ou compostos minerais ou organicos e haptenos.
Porém determinadas substancias sdo especialmente sensibilizantes como, por
exemplo, metais, antibiéticos e cosméticos. Clinicamente a DCA pode apresentar-se
de trés formas, sempre com muito prurido: aguda (eritema, vesiculas, exsudagéo e
crostas); subaguda (papulas) e cronica (liquenificagao) (Azulay et al. 2008; Fyhrquist
et al., 2007).

As respostas inflamatorias ocorridas durante a DCPI e a DCA s&o parecidas e
incluem também infiltragdo leucocitaria na derme e epiderme, que aparece ja no
segundo dia da irritacdo. Esse infiltrado pode ser responsavel pela iniciagdo e
manutengdo de sintomas como calor, edema e até bolhas (Fyhrquist-Vanni et al.,
2007). Outro componente importante desta doenca de pele € a liberagdo de
neuropeptideos, envolvida na indugcdo ou manutencdo da doenca, exacerbando as
respostas inflamatérias ocorridas na dermatite. Grant et al. (2005) demonstraram
que camundongos com supressao do receptor NK; (receptor para substancia P)
expostos a aplicagao topica de isotiocianato de alila (ativador TRPA1) como modelo
de DCA, apresentaram reducdo da resposta inflamatéria em comparacdo aos
animais normais, confirmando a importancia da via de sinalizacdo dos

neuropeptideos, como SP, nessa doenca (Peter set al., 2005; Grant et al., 2005).
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4.3 — Receptor de Potencial Transitério — TRP

Os canais TRP comegaram a chamar a ateng¢ao na década de 60, com os estudos
de Cosens e Manning que em 1969 descreveram pela primeira vez uma mutante da
Drosophila melanogaster que apresentava uma resposta transitoria sustentada em
resposta a estimulagcdo luminosa prolongada, ao passo que o normal seria uma
resposta continua. Vinte anos apds essa descoberta, Montell e Rubin (1989)
descreveram o primeiro canal TRP da Drosophila.

Os primeiros membros identificados da superfamilia TRP foram referidos
como “classicos” ou “canénicos” (TRPC) e compdem a familia que exibe a maior
homologia aos canais TRP presentes na Drosophila. O primeiro membro da
superfamilia TRP a ser clonado foi o TPC1, em 1995, por Wess et al. A partir desses
estudos impulsionou-se a procura por outras proteinas e canais homdlogos aos
TRP. Até hoje foram descritos 85 canais TRP (presentes em vertebrados e
invertebrados) organizados em sete familias (Figura 3) conforme sua homologia na
sequéncia de aminoacidos, sendo denominadas de TRPC (candbnico), TRPM
(melastatina), TRPV (vaniloide), TRPA (anquirina), TRPML (mucolipina), TRPN (n&o
sensivel a estimulo mecanico) e TRPP (policistina). Cada uma destas familias é
representada por pelo menos um membro TRP da Drosophila, sugerindo a
existéncia de um importante componente evolucionario (Pedersen et al., 2005;
Niulius et al., 2007; Latorre et al., 2009).
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Figura 3. Divisdo das familias dos canais TRP. A superfamilia TRP é dividida em sete
familias conforme a homologia em sua cadeia de aminoacidos. A familia TRPC (canbnico) é a que
possui maior similaridade com o gene TRP da Drosophila, seguida da familia TRPM (melastatina),
TRPV (vaniléide), TRPA (anquirina), TRPN (n&o sensivel a estimulo mecanico), TRPML (mucolipina)
e TRPP (policistina). Adaptado de Nilius et al., 2005.

Os canais TRP sao canais catibnicos nao seletivos formados por seis
dominios transmembrana (S1-S6), com a regido formadora do poro entre as regides
S5 e S6, e a regido sensor de voltagem entre as regides S1 e S4 (Latorre et al.,
2009). A cauda C e N terminal apresentam-se voltadas para o lado intracelular, com
carater fortemente hidrofébico (Gaubet et al., 2009). A regido C terminal varia nos
diferentes canais TRP, apresentando diferentes sitios e também uma regido
conservada (dominio TRP ou TRP box). Acredita-se também que estes canais
possam se apresentar como homomeros tetraméricos (Stribing et al., 2001).

A regiao N terminal é formada por uma sequéncia de residuos anquirina,
presente na maioria dos canais TRP. Estes residuos formam uma estrutura passivel
da ligacédo de diversas proteinas ao receptor. Ainda, estes residuos servem como
ancora para o transito do receptor, da vesicula sinaptica até a membrana plasmatica
(Latorre et al., 2009).
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A maioria dos TRPs pode ser ativada por uma grande gama de diferentes
estimulos, incluindo mensageiros intra- e extracelulares, estimulos térmicos,
quimicos (variagao de pH e osmolaridade), sonoros e luminosos (Pedersen et al.,
2005; Nilius et al., 2005). Outra caracteristica interessante é sua capacidade de
sofrer ativagdo por substéncias naturais, especialmente aquelas derivadas de
plantas (Figura 4). Atualmente se conhecem varias substancias derivadas de plantas
que sao capazes de ativar o canail TRPV1, como o eugenol, a zingerona, a piperina,
o gingerol entre outros. Outros dois canais TRP bastante regulados por substancias
naturais sdo o canal TRPMS, ativado pelo linalol, geraniol, mentol, eucaliptol, entre
outros; e o TRPA1 que pode ser ativado pelo alil isotiocianato, A°-tetraidrocanabinol,
cinamaldeido, entre outros (para revisdo ver: Calixto et al., 2005; para revisao ver:
Appendino et al., 2008).

Horseradish

,—‘

Cinnamom

Red pepper
Menthol
; " ol roav e
| Xy

Garlic

Garlic

Figura 4. Canais TRP chamados termosensiveis. Os receptores TRPV2, TRPV1, TRPV3 e
TRPV4 (da subfamilia vaniloide); TRPM8 (da subfamilia melastatina) e TRPA1 (da subfamilia
anquirina) parecem ser ativados por diferentes temperaturas e por diferentes compostos naturais,
conforme mostra a figura. Todos apresentam sete dominios transmembrana e na porgdo N
intracelular é possivel observar a presenga de residuos de anquirina, com excegao do TRPMS.
Adaptado de Szallasi et al., 2007.
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Os canais TRP sensiveis a temperatura desempenham um papel importante
na biologia funcional da pele. Eles podem estar expressos em neurbnios sensoriais
ou em células ndo neuronais da pele como nos queratindcitos, agindo desde o
controle da diferenciacao celular e respostas inflamatérias da pele até o crescimento
dos pélos (Bir6 et al., 2007).

4.4- Receptor de Potencial Transitorio anquirina 1 - TRPA1

Este canal foi primeiramente isolado em 1999, na busca por proteinas
sensiveis a alteragdes em cultura de fibroblastos (Jaquemar et al.,, 1999). Tal
proteina foi entdo denominada p120, com o gene correspondente identificado no
cromossomo 8 de humanos capaz de codificar uma proteina de 1119 aminoacidos
formando dois dominios distintos, com uma sequéncia similar a outras proteinas
pertencentes a familia de canais TRP (Jaquemar et al., 1999).

Quatro anos apos esta identificagdo, Story et al. (2003) caracterizaram a
proteina tipo anquirina com dominios transmembrana (ANKTM1). Eles buscaram por
sequéncias de cDNA contendo seis dominios transmembrana e residuos de
anquirina repetidas na regidao N terminal, caracteristicas comuns em TRPs. Usando
técnicas de PCR- transcriptase reversa em ganglio da raiz dorsal (DRG) e do ganglio
trigeminal (GT) de camundongos, Story et al clonaram o canal TRPA1 e propuseram
um receptor com 14 proteinas do tipo anquirina repetidos na por¢ado N terminal
seguida de seis dominios transmembrana.

Este canal foi denominado ANKTM1, e os estudos sugeriram se tratar de um
receptor sensivel ao frio nocivo (Story et al., 2003). Atualmente se tem certo cuidado
ao afirmar que o TRPA1 é um canal ativado pelo frio (<17°C). Quando expresso em
sistemas heterélogos ele é passivel desta ativagdo, porém o papel do frio na
ativacao de receptores TRPA1 expressos em neurbnios sensoriais periféricos ainda
é incerto (Karashima et al., 2009; Caspani e Paul, 2009; Dunham et al., 2010).

O receptor TRPA1, assim como outros TRPs, € um canal catibnico nao
seletivo permeavel ao Ca?*, com seis segmentos transmembrana, com poro entre os
segmentos S5 e S6 e por¢ao NH, e COOH terminais localizadas intracelularmente.

Apresenta 14 repeticdes semelhantes as da proteina anquirina na por¢do amino
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terminal, de onde deriva seu nome (Lee et al., 2006). Ao passo que outros animais
expressam dois ou mais genes TRPA, em mamiferos o TRPA1 é o unico membro
dessa subfamilia. E expresso em diferentes tecidos como nos ganglios sensoriais
(DRG, TG e vagal) e fibras sensoriais do tipo C e Ad, onde sua ativagao é capaz de
produzir dor aguda e inflamatéria pela liberagdo de neuropeptideos como SP e
CGRP (Szallasi e Blumberg, 1999; Story et al., 2003; Bandell et al., 2004; Nagata et
al., 2005). Também é encontrado fora do SNC em tecidos ndo neuronais como no
foliculo capilar, algumas areas do intestino, musculo esquelético, coracao, cérebro e
componentes do sistema imune onde parece agir como um canal sensivel a
estimulos mecénicos (Corey et al., 2004; Stokes et al., 2006; Karashima et al.,
2009). Pode ser expresso ainda no sistema nervoso periférico cutaneo e em células
nao neuronais da pele como os queratindcitos, onde parece estar envolvido com o
controle de algumas fungdes regulatérias da pele, podendo também iniciar
processos inflamatérios pela liberagdo de neuropeptideos como a SP e o CGRP
(Denda et al., 2009; Atoyan et al., 2009).

Fisiologicamente, este receptor é responsavel pelo reconhecimento de varios
estimulos nocivos e mecanicos (Jordt et al., 2004; Caspani et al., 2008). O receptor
TRPA1 também pode ser ativado por diferentes substancias derivadas de produtos
naturais. Esta caracteristica €& importante do ponto de vista farmacoldgico,
permitindo a divisdo destes compostos em duas classes, a primeira (geralmente
ativadores mais potentes) é caracterizada pela presenga de um carbono eletrofilico
ou atomo de enxofre que sera objeto de ataque por grupos nucleofilicos do receptor.
Por exemplo, o cinamaldeido, extraido do 6leo da canela, pode sofrer ataque em
sua ligacao ap-insaturada por parte de um atomo de enxofre ligado a um residuo de
cisteina (Figura 5). Assim, estes ligantes estabelecem uma modificagdo covalente
nos residuos de cisteina localizados na porgdo NHaz-terminal citoplasmatica do
receptor (Hinman et al., 2006; Macpherson et al., 2007). Por isso € importante que
esses compostos possuam alta lipofilicidade para atravessar a membrana
plasmatica e interagir com o sitio intracelular. Acredita-se que este também seja o
mecanismo pelo qual o canal € ativado por espécies carbonilicas reativas
endogenas como o 4-hidroxi-2-nonenal (Trevisani et al., 2007). Foram identificados
trés diferentes residuos de cisteina como sendo fundamentais para a ligagdo dos

compostos por este mecanismo. Os residuos C619, C639 e C663 em humanos e
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C415, C422 e C622 em ratos, sendo que apenas um destes residuos € comum para
ambas as espécies, o residuo C619 de humanos que equivale ao C622 de ratos
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Figura 5. Representagdo da reagéo entre o carbono eletrofilico do cinamaldeido e o atomo de
enxofre da cisteina. Apds ataque nucleofilico por parte da cisteina ocorre uma modificagao covalente

na porgcédo NHo-terminal intracelular do canal, caracteristica de sua ativagéo.

A segunda classe de compostos naturais faz a ativagao através da interagao
direta com o receptor via interagao reversivel e temporaria pelo modelo proposto por
Fischer de chave e fechadura (referencia). Parece ainda haver um fator citosdlico
soluvel envolvido na facilitagdo da ativagdo TRPA1 por ligantes enddgenos e
exdégenos. Porém, mais estudos ainda s&o necessarios para o completo
entendimento a cerca do mecanismo pelo qual o receptor é ativado ou inativado por
diferentes ligantes (Fajardo et al., 2008; Baraldi et al., 2010).

Alguns exemplos de compostos naturais capazes de ativar o canal TRPA1
s&do: cinamaldeido (encontrado na casca e folhas da canela), alil isotiocianato
(componente responsavel pela pungéncia do 6leo de mostarda), dialil dissulfato e
alicina (presentes no alho), wasabi (tempero utilizado na culinaria japonesa, feito da
raiz forte), acroleina (presente na fumaca do cigarro) e A%-tetraidrocannabinol
(composto psicoativo da marijuana) (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004;

Macpherson et al., 2005; André et al., 2008). O TRPA1 pode sofrer ativagdo por
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parte de alguns gases volateis, o que varia de acordo com sua pungéncia
(desflurano = isoflurano >>> sevoflurano / halotano) (Matta et al., 2007). Ainda, pode
sofrer ativagao indireta por peptideos inflamatérios como a bradicinina (Bandel et al.,
2004).

Outra classe de substéncias que agem no receptor TRPA1 sdo os chamados
antagonistas do canal, que impedem a sua ativagdo, como a cénfora (isolada da
planta Cinnamomum camphora), mecamilamida, compostos tricloro etilbenzamidas,
derivados de ftalimida entre outros (Baraldi et al., 2010).

Outra caracteristica importante dos canais TRP é que estes podem sofrer
processos de sensibilizagdo e dessensibilizacdo frente a diversos estimulos quimic
0S e nocivos, que sao mecanismos utilizados na regulacéo funcional dos neurdnios
sensoriais € no processamento nociceptivo (Akopyan et al., 2007; Ruparel et al.,
2008). Ha estudos que sugerem que o receptor TRPA1 possa sofrer
dessensibilizagdo homologa apds a aplicagdo repetida de agonistas como o
cinamaldeido, ou ainda uma dessensibilizagdo cruzada, induzida por capsaicina
(agonista TRPV1), uma vez que a expressdao dos receptores TRPA1 esta
amplamente ligada a neurdnios sensoriais que também expressam TRPV1 (Ruparel
et al., 2008). H4 uma segunda linha de estudos demonstrando que pode ocorrer
sensibilizagcado desse canal apds sua ativagao e uma terceira linha que ndo encontra
alteracdo na resposta do receptor apds tratamento repetido ou apds a aplicagao de
grandes doses de agonistas TRPA1 (Inoue et al., 1997; Dunham et al., 2008; Smidt
et al., 2009; Karashima et al 2008). A diferenga entre os achados pode ser atribuida
ao protocolo experimental utilizado, como o tempo de exposicdo ao agonista, o
numero de aplicagdes, o intervalo entre as aplicagdes, a concentracdo do agonista e

ainda se o experimento foi realizado em cultura de células ou in vivo.
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4.5 — Cinamaldeido

O 6leo de canela é o 6leo essencial obtido das folhas e da casca da
Cinnamomum cassia ou da casca do Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae).
Contem nZo menos de 60% de aldeidos totais. E relatado que o 6leo de canela
possui propriedades anti-espasmadica, carminativa, antimicrobiana, e refrescante
(ver revisao: Calixto et al., 2005).

O cinamaldeido (Figura 6) € o maior constituinte extraido do oleo da canela
(70%) e €& usado como ingrediente em muitas fragrancias. Foi produzido pela
primeira vez em 1884, pelos quimicos franceses Eugéne Péligot e Jean-Baptiste
Dumas. Pode ser encontrado em cosméticos decorativos, fragrancias finas, xampus,
saboes, desodorantes, assim como em produtos ndo-cosméticos tais como liquidos
de limpeza e detergentes. Seu uso a nivel mundial é de 100-1000 toneladas por ano
(Cochiara et al., 2005). Apresenta-se como um liquido de coloragdo amarela, mais
visCcoso que a agua e cheirando intensamente a canela. A maior parte € excretada
na urina sob a forma de acido cindmico (a forma oxidada do cinamaldeido). Como
hidrocarboneto aromatico e aldeido, tem um anel benzénico monosubstituido. A
ligagdo dupla conjugada torna a geometria do composto planar. Tecnicamente
considera-se o cinamaldeido como trans — cinamaldeido porque o grupo carbonila
terminal se opde ao anel aromatico na ligagao dupla rigida. O isolamento deste
composto da sua fonte natural pode ser efetuado recorrendo a técnica de destilacéo
por vacuo visto que o seu ponto de ebulicdo € de 250°C nas condigcdes normais de
pressao.

O cinamaldeido concentrado é um irritante para a pele sendo téxico em doses
elevadas. A dose letal quando administrado por via oral em ratos € de 2,2g/Kg; por
via intraperitoneal em camundongos € de 460mg/Kg e por aplicagdo cutanea em
coelhos é de 10g/Kg (Cochiara et al., 2005).

Um caso bem comum de dermatite causada pelo uso repetido de uma
formulagédo contendo cinamaldeido é o uso diario de desodorantes que contenham
este composto. O cinamaldeido € capaz de produzir reagdes de irritacdo da pele
quando usado nas concentragbes de 3%, sendo que 12/20 voluntarios com
hipersensibilidade ao produto desenvolvem dermatite axilar com o uso diario, duas

vezes ao dia, de desodorantes com concentragbes de 0,01% a 0,3% (Bruze et al.,
23
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2003; Bickers et al., 2005). Estudos sobre absor¢ao per cutdnea do cinamaldeido
realizados na pele do abdémen de voluntarios humanos demonstram que cerca de

55% do cinamaldeido penetra na pele (Cocchiara et al., 2005; Bickers et al., 2005).

A N

Figura 6. Formula estrutural do cinamaldeido. Aprovado pelo FDA (Food and Drugs Administration);
pelo FEMA (Flavor and Extract Manufacturers), pelo Concil of Europe, com registro no ICCA
(International Council of Chemical Associations) e com registro a partir de 2003 no IFRA (Fragrances

International Association).

De acordo com a industria responsavel pela comercializagédo de fragrancias, a
concentragdo maxima encontrada de cinamaldeido é em perfumes (8%). Em cremes
e logbdes pode ser encontrado na concentragcdo maxima de 0,02%. Ainda, um estudo
que pesquisou entre a formulacao de 73 desodorantes a presenca de 21 diferentes
fragrancias demonstrou que o cinamaldeido estava presente em 17% das
formulagdes em concentragdes que variavam de 0,0001-0,0424%, sendo que a
concentragdo maxima recomendada é de 0,01%, uma vez que € um produto de uso
diario (Bruze et al., 2003). E importante observar que devem ser levados em conta
fatores como o tempo e a quantidade de exposicdes, intervalo entre as exposicoes,
forma farmacéutica onde o composto € encontrado e a concentragcdo do mesmo
para se determinar as condigbes seguras de uso (referencia).

Atualmente, sabe-se que o cinamaldeido € o agonista TRPA1 mais seletivo
desse receptor (Bandel et al., 2004). Entretanto, ndo se exclui o fato do
cinamaldeido ativar outros canais idnicos que ndo o TRPA1, por exemplo, ele é
capaz de ativar o canal TRPV3 (5 mM) e inibir o canal TRPM8 (1,5 mM), porém
estes efeitos ocorrem em concentracbes bem maiores que a necessaria para a
ativacdo do TRPA1 (9,5 uM) (Macpherson et al., 2006). Outra possibilidade € que o
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cinamaldeido exerga seus efeitos através da formagdo de um conjugado com grupos
nucleofilicos de proteinas da pele (Weibel et al., 1989). Thorne et al. (1991)
demonstraram que apoés aplicagao topica de cinamaldeido ocorre edema. Porém
ainda nao ha estudos demonstrando se outros parametros inflamatoérios ocorrem
quando o cinamaldeido é aplicado topicamente nem o papel do receptor TRPA1 no
efeito pro- inflamatério induzido pelo cinamaldeido.
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Abstract

Aims: In the present work, we characterize the inflammatory process induced by the
topical application of cinnamaldehyde on the skin of mice and verify the participation

of transient receptor potential A1 TRPA1 receptors in this process.
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Main methods: We measured mouse ear edema and sensitization/desensitization
after topical application of cinnamaldehyde or/and capsaicin. We also quantified
cellular infiltration through myeloperoxidase (MPO) activity and histological and
immunohistochemical analyses and evaluated the expression of TRPV1 and TRPA1
by western blot.

Key findings: Cinnamaldehyde induced ear edema in mice (1-6 ug/ear) with a
maximum effect of 4 ug/ear. Cinnamaldehyde promoted leukocyte infiltration as
detected by increasing MPO activity and confirmed by histological analyses. The
edema and cellular infiltration evoked by the application of 4 pg/ear of
cinnamaldehyde were prevented by topical application of ruthenium red, a non-
selective TRP antagonist as well as camphor and HC030031, two TRPA1 receptor
antagonists. Cinnamaldehyde-induced edema, but not cellular infiltration, was
prevented by topical application of the tachykinin NK1 antagonist, aprepitant,
indicating a neuropeptide release phenomenon in this process. Additionally, we
observed that repeated topical applications of cinnamaldehyde did not induce
changes in sensitization or desensitization with respect to the edema response.
Interestingly, repeated treatment with the TRPV1 agonist, capsaicin, abrogated it
edematogenic response, confirming the desensitization process and partially
decreasing the cinnamaldehyde-induced edema, suggesting the involvement of
capsaicin-sensitive fibers.

Significance: Our data demonstrate that the topical application of cinnamaldehyde
produces an inflammatory response that is dependent on TRPA1 receptor
stimulation.

Key words: capsaicin, mustard oil, TRP, edema, skin irritation

28



Artigo

Introduction

Various natural compounds can induce contact irritant dermatitis upon skin exposure.
Commonly used products such as cosmetics may contain these ingredients. Animal
and human studies have demonstrated the irritant properties of several compounds,
such as cinnamaldehyde, which is found in cinnamon oil and used in body lotions,
hair sprays, shampoos and face creams (Cocchiara et al. 2005). Cinnamaldehyde is
considered a moderately potent sensitizing hapten that is capable of penetrating the
skin, and the use of up to 3% cinnamaldehyde can induce dermal irritation in human
volunteers. In spite of this, 10% cinnamaldehyde can be found in some cosmetic
products. However, the mechanism by which this irritant compound produces skin
reactions is still unclear (Johansen et al. 1996; Bickers et al. 2005; Thorne et al.
1991).

Other natural skin irritants, such as allyl isothiocyanate from mustard oil and
capsaicin from red pepper, produce dermatitis by stimulating members of the
transient receptor potential (TRP) family of ion channels. TRP channels are widely
expressed in mammalian tissues and play diverse roles in sensorial detection. These
channels involve six related protein subfamilies that comprise the TRPV1 (vanilloid
subfamily) and the TRPA1 (ankyrin subfamily) receptors, which are gated by diverse
stimuli, such as chemical and thermal activation (Caterina et al. 1997; Story et al.
2003; Bandell et al. 2004; for review see: Calixto et al. 2005).

TRPV1, a heat-activated channel (= 43°C), is stimulated by a broad array of natural,
synthetic and endogenous substances, such as capsaicin, resiniferatoxin and
anandamide. It has been hypothesized that TRPA1 could be activated by mechanical
and cold stimuli, but this is still under debate (Corey et al., 2004; Bandell et al., 2004;

Kwan et al., 2006; Jordt et al., 2004; Caspani et al., 2008). Also, TRPA1 is chemically
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activated by a wide range of natural and synthetic compounds, including endogenous
ligands (4- hydroxynonenal), and several irritant substances (allyl isothiocyanate and
cinnamaldehyde) (Trevisani et al. 2007; Bautista et al. 2005; for review see: Calixto
et al. 2005; Zurborg et al., 2007). Allyl isothiocyanate and capsaicin have been
historically used as chemical irritants in models of ear edema in rodents. Their
application results in characteristic neurogenic inflammation, which is observed as
increased blood flow, vascular permeability, leukocyte infiltration and release of
neuropeptides into the rodent skin, a phenomenon that is also observed in some
cases of dermatitis (Jancso et al. 1977; Gamse et al. 1980; Gabor and Razga 1992;
Inoue et al. 1997; Huang et al. 2003).

Cinnamaldehyde may induce ear edema in mice (Thorne et al. 1991), however, the
effect of cinnamaldehyde on other inflammatory parameters, such as leukocyte
infiltration, is unclear. Despite knowing that cinnamaldehyde acts as an agonist of
TRPA1, the role of TRPA1 in skin irritation produced by cinnamaldehyde is still
unknown. Therefore, the aim of this study was to better characterize the inflammatory
process induced by cinnamaldehyde in the skin and to verify TRPA1’s participation in

this process.

Materials and methods

Animals

Experiments were performed on adult male Swiss mice (weight 25-35 g) bred in our
animal house. The animals were kept in a temperature-controlled room (22 + 2°C)
under a 12-h light-dark cycle. Food and water were freely available. The animals (4

to 6 per group) were acclimatized to the laboratory for at least 24 h before testing and
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were used only once. All protocols are in accordance with the US guidelines for the
care and use of laboratory animals (Zimmermann 1983) and all procedures were
approved by our Institutional Ethics Committee (process numbers 67/2010). The
number of animals used was the minimum necessary to demonstrate consistent

effects of the drug treatments.

Drugs and Reagents

The following substances were used: allyl isothiocyanate, capsaicin,
cinnamaldehyde, ammoniated ruthenium oxychloride (ruthenium red, RR), 4'-chloro-
3-methoxycinnamanilide (SB366791), ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA); 2-
(1,3-dimethyl-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-7H-purin-7-yl)-N-(4 isopropylphenyl)
acetamide (HCO030031), formaldehyde, 3,3,5,5-tetramethylbenzidine (TMB), p-
nitrofenil-2-acetamida-B-D-glicopiranoside (NAG) and hexa decyltrimethylammonium
bromide (HTAB). All substances were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).
Hematoxylin-eosin was purchased from MERCK (Whithouse Station, New Jersey,
USA). Sodium acetate, acetone, acetic acid, ethanol, and camphor were purchased
from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Halothane was purchased from Cristalia (Sao
Paulo, Brazil) and sodium citrate was purchased from Isofar (Rio de Janeiro, Brazil).
Aprepitant was extracted from commercially available capsules (Emend®, Merck,
USA), and its identity and purity were confirmed by nuclear resonance methods and

were >98%.

Ear edema measurement
Edema was expressed as an increase in ear thickness due to the chemical irritant

challenge. Ear thickness was measured before and after induction of the
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inflammatory response using a digital micrometer (Starret Series 734) in animals
anesthetized with halothane. The micrometer was applied near the tip of the ear just
distal to the cartilaginous ridges. The thickness was recorded in um. To minimize
variation, a single investigator performed the measurements throughout each

experiment.

Irritant-induced skin inflammation

Vehicle (acetone, 20 ul/ear) or cinnamaldehyde (8, 15, 32 and 45 nmol/ear
corresponding to 1, 2, 4 and 6 ug/ear, respectively) was applied to the right ear by
topical administration according to the method described previously, with some
modifications (Thorne et al. 1991; Gabor and Razga 1992). Another group of animals
was given topical application of allyl isothiocyanate (10, 20, 40 and 60 nmol/ear
corresponding to 1, 2, 4 and 6 pg/ear, respectively) or capsaicin (328, 655 and 983
nmol/ear corresponding to 100, 200 and 300 ug/ear, respectively) on their right ear
(Gabor and Razga 1992; Inoue et al. 1997). The ear thickness was measured before
and from 15 min to 8 h after topical application.

Separate groups of animals were topically pretreated with the non-selective TRP
antagonist, RR (30-300 nmol/ear), the TRPA1 antagonists, camphor (30-1000
nmol/ear) or HC030031 (30-300 nmol/ear), the selective TRPV1 antagonist,
SB366791 (10-100 nmol/ear) or the tachykinin receptor antagonist, aprepitant (30-

300 nmol/ear). All compounds were diluted in acetone.

Effect of repeated topical application of capsaicin or cinnamaldehyde
We investigated whether repeated ear exposure to cinnamaldehyde or capsaicin

could induce the sensitization/desensitization process to its edematogenic effect.
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Briefly, mouse ears were topically pretreated on days 1, 3 and 7 with acetone (20
pl/ear), capsaicin (200 ug/ear) or cinnamaldehyde (4 pg/ear) in separate groups, as
described previously (Inoue et al. 1997). After 8 days, the animals in each group
were challenged with cinnamaldehyde (4 pg/ear), capsaicin (200 ug/ear) or acetone
(P.A.). The development of edema was assessed, as described before, on days 1, 3,

7 and 8.

TRPA1 and TRPV1 expression

The effect of the pretreatment with acetone, cinnamaldehyde or capsaicin on days 1,
3 and 7, on expression of the TRPA1 and TRPV1 receptors was assessed by
western blot analysis. The assay was carried out as described previously (Ferreira et
al. 2005) with minor modifications. The ear tissue was obtained on day 8 of the
protocol and then homogenized in a lyses buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.9),
10 mM KCI, 2 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1 mM NaF, 10 uyg/mL aprotinin, 10 mM -
glycerophosphate, 1 mM phenylmethanesulphonyl fluoride, 1 mM DTT and 2 mM of
sodium orthovanadate. After centrifugation (11000 x g for 20 min at 4°C), the
supernatant containing the membrane fraction was collected. The protein content
was determined by the method of Bradford (1976) using bovine serum albumin as a
standard. Amounts of protein (80 ug) were mixed in loading buffer (200 mM Tris,
10% glycerol, 2% SDS, 2.75 mM B-mercaptoethanol and 0.04% bromophenol blue)
and boiled for 5 min. Proteins were separated in 12% sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) and transferred to polyvinylidene difluoride
membranes according to the manufacturer’s instructions (Perkin Elmer, USA). The
membranes were incubated with Ponceau stain, which served as a loading control

(Calvo et al. 2010). Afterwards, the membranes were dried, scanned and quantified
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with Scion Image for Windows (Scion Corporation, Frederick, MD, USA). Next, the
membranes were washed, blocked with 1% Albumin from bovine serum (BSA) in
TBS-T (0.05% Tween 20 in Tris-borate saline) and incubated for 10 min with diluted
(1:150) primary antibodies against ANKTM1 anti-(TRPA1) or VR1 anti-(TRPV1)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Membranes were processed
using a SNAP i.d. system (Millipore, USA). Blots were washed three times with TBS-
T followed by incubation with an alkaline phosphatase-coupled secondary antibody
(1:3000) for 10 min. The protein bands were visualized with a 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate/p-nitro blue tetrazolium system (BCIP/NBT). Membranes were
dried, scanned and quantified with Scion Image PC version of NIH image. The
TRPA1 or TRPV1 western blot had a faint background that was corrected in image

analysis.

Myeloperoxidase (MPO) assay

Tissue MPO enzyme activity was assessed 6, 12 and 24 h after application of TRP
agonists to the ear according to the technique described by Suzuki et al. (1983) with
some modifications. Moreover, we analyzed the effect of pretreatment with the TRP
antagonists camphor (300 nmol/ear), HC030031 (100 nmol/ear), ruthenium red (300
nmol/ear), SB366791 (100 nmol/ear) or the NK1 antagonist aprepitant (100 nmol/ear)
in the cell infiltration induced by cinnamaldehyde (4 ug/ear). MPO enzyme activity in
the tissue was assessed 12 h after these treatments. Tissue samples were
homogenized with a motor-driven homogenizer in 300ul of acetate buffer (8 mM, pH
5.4) containing 0.5% HTAB (45 s at 0°C). The homogenate was centrifuged at 11000

x g at 4°C for 20 min, and the supernatants were stored at -4°C.
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For evaluation of MPO activity, 10 puL of supernatant was incubated with 200 ul of
acetate buffer (8 mM, pH 5.4) and 40 ul of TMB (18.4 mM) at 37 °C for 3 min. The
reaction was stopped with 30 yL of acetic acid in a cold bath, and the enzyme activity
value was assessed colorimetrically at 630 nm using a microplate reader. The results

were expressed as optical density (OD)/g of tissue.

Histology

To verify histological changes in the mouse ear after capsaicin, allyl isothiocyanate or
cinnamaldehyde application, samples were collected 0.5, 6, 12 and 24 h after the
induction of inflammation. Mice were euthanized and ear tissue was removed and
fixed in alfac solution (a 16:2:1 mixture of ethanol 80%, formaldehyde 40% and acetic
acid). Each sample was embedded in paraffin wax, sectioned at 5 ym and stained
with hematoxylin-eosin. A representative area was selected for qualitative light
microscopic analysis of the inflammatory cellular response with a 40x objective lens
(Recio et al. 2000). To minimize a source of bias, the investigator analyzed the

specimens blindly.

Immunohistochemistry

To confirm the migration of neutrophils 24 h after the application of cinnamaldehyde,
immunohistochemistry was performed as previously described (Pomonis et al. 2001;
Chichorro et al. 2009) with minor modifications. Mice were sacrificed and ear tissue
was removed, placed in Tissue-Tek® embedding medium and rapidly frozen in liquid
nitrogen. Frozen 10 ym sections were cut on a cryostat and thaw-mounted onto
gelatin-coated slides. These slides were rinsed for 10 min in PBS (pH 7.4, 25°C),

fixed in acetone at 4°C for 20 min, rinsed again in PBS for another 10 min and then
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incubated for 30 min in blocking solution (1% BSA and 0.3% Triton X-100 in PBS).
The blocking solution was then removed and the sections were incubated overnight
at 4°C with the stains for neutrophil identification biotin rat anti-mouse Ly-6G (each
at 1:100, BD Biosciences, California, USA). After this incubation, the slides were
rinsed once more in PBS and incubated at room temperature for 2 h with Streptavidin
— Phycoerythrin (PE) conjugate (BD Biosciences, California, USA), each at 1:200.
After this incubation, the slides were again washed with PBS and incubated at room
temperature for 15 min with 0.5 nM DAPI (Sigma, St. Louis, USA). After washing, all
slides were mounted with Fluoromount-G and photographed with a Zeiss Axiophot
photomicroscope (Carl Zeiss, Inc., 7082 Oberkochen, Germany) equipped with Zeiss
IV FL vertical illumination for epifluorescence and a fluorescein filter system (Blue
450-490 SB). They were then analyzed with specific software Laser Sharp 2000 (Bio
Rad Hercules, CA, USA), and the cell count was performed using Imaged (Image

Processing and Analysis in Java, USA).

Statistical analysis

The results are presented as mean + S.E.M., except for the EDsy values (i.e., the
dose of allyl isothiocyanate, cinnamaldehyde or capsaicin producing edema at 50%
of their maximal response), which were expressed as geometric means accompanied
by their respective 95% confidence limits. EDsy values were determined using non-
linear regression and GraphPad Prism 5. The maximal effect (Emax) Was calculated
as the increase in the difference in ear thickness produced by allyl isothiocyanate,
cinnamaldehyde or capsaicin and subtracted from the vehicle group. Data were

subjected to the student’s t-test or to one- or two-way ANOVAs followed by Student-
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Newman-Keuls’ or Bonferroni’s post hoc tests, when appropriate. P < 0.05 was

considered as statistically significant.

Results

Characterization of edema induced by cinnamaldehyde and other TRP receptor
agonists

The cinnamaldehyde-induced edema (4 ug/ear) became detectable 15 min after
application and reached its maximal effect at 30 min and lasted for 1 h (Figure 1A).
The edematogenic effects induced by allyl isothiocyanate (4 ug/ear) or capsaicin
(200 ugl/ear) also peaked 30 min after application. However, the effects were longer
than for cinnamaldehyde, lasting up to 6 and 2 h after their applications, respectively
(Figure 1C and E). Based on these results, dose-response edema curves were made
30 min after the application of cinnamaldehyde (1-6 pg/ear), allyl isothiocyanate (1-6
pg/ear) or capsaicin (100-300 pg/ear).

The edematogenic effect produced by cinnamaldehyde presented an Enax of 0.18 +
0.02 mm and an EDs, value of 2.0 (1.1- 3.4) uyg/ear that is equivalent to (15 (8-26)
nmoles/ear) (Figure 1B). Allyl isothiocyanate was as potent as cinnamaldehyde (EDsg
= 1.3 (0.9-1.7) pg/ear or 13 (9-17) nmoles/ear), but it was more efficacious (Emax =
0.36 £ 0.02 mm) in inducing ear edema (Figure 1D). Capsaicin was less potent than
the TRPA1 agonists (EDsp = 114.4 (62.1 — 210.9) pug/ear or 373 (203-690)
nmoles/ear), but it was as efficacious as cinnamaldehyde (Emax = 0.25 £ 0.04 mm) in
producing edema (Figure 1F). In subsequent experiments, the inflammatory

response was usually induced by the application of cinnamaldehyde (4 pg/ear), allyl
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isothiocyanate (4 ug/ear) and capsaicin (200 ug/ear), and edema was assessed 30

min after each application.

Effect of TRP receptor antagonists on the edematogenic responses produced
by cinnamaldehyde, allyl isothiocyanate or capsaicin

Animals were pretreated topically with different TRP antagonists 15 min prior to
application of the agonist. Dose-response curves were obtained for the non-selective
TRP antagonist, RR (30-300 nmol/ear), the TRPA1 antagonists, camphor (30-1000
nmol/ear) and HC030031 (30-300 nmol/ear), the TRPV1 antagonist, SB366791 (10-
100 nmol/ear) and the tachykinin NK1 antagonist, aprepitant (30-300 nmol/ear). As
expected, RR inhibited edema formation in mouse ears treated with cinnamaldehyde,
allyl isothiocyanate or capsaicin by 55 + 7%, 38 + 2% and 52 + 5% , respectively
(Figures 2A, 3A and D). Camphor was able to inhibit cinnamaldehyde- and allyl
isothiocyanate-induced edema by 68 + 6% and 24 + 5%, respectively, but it did not
inhibit the capsaicin-induced edema (Figures 2C, 3B and F). HC030031 and
aprepitant also prevented the edema formation in mouse ears treated with
cinnamaldehyde by 64 + 5% and 44 + 7%, respectively (Figures 2D and E).
Furthermore, SB366791 was capable of reducing the capsaicin-induced edema by
48 + 6% (Figure 3E) but not the cinnamaldehyde- or allyl isothiocyanate-induced

edematogenic responses (Figures 2B and 3C).

Effect of repeated topical application of cinnamaldehyde or capsaicin
An initial topical application of cinnamaldehyde (4 ug/ear) or capsaicin (200 pg/ear)
produced a marked edematogenic response when compared to vehicle (Figure 4A,

day 1), similar to the effect described above. A reduction in edema was observed
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after the second and third challenges with capsaicin by 27 + 7% and 54 + 6%,
respectively, indicating a desensitization process (Figure 4A). On the other hand,
repeated challenges with cinnamaldehyde did not alter the edematogenic response,
demonstrating that neither sensitization nor desensitization processes occur in
cinnamaldehyde-induced ear edema (Figure 4A).

To verify a possible cross-desensitization between capsaicin and cinnamaldehyde,
we pretreated animals topically with capsaicin, cinnamaldehyde or acetone in
separate groups (pretreatment on days 1, 3 and 7) and treated the three groups with
the same substances on day 8. In ears pre-treated with cinnamaldehyde, no
alteration in the edematogenic response of cinnamaldehyde on day 8 was detected,
but a partial reduction in the capsaicin-response was observed (40 + 5%) (Figure
4B). However, pretreatment with capsaicin not only abrogated the edema evoked by
capsaicin treatment (88 + 3% of reduction), but it also significantly decreased the
cinnamaldehyde-induced edema (62 + 14% of reduction) (Figure 4B). There were no
differences between the edema response to capsaicin, cinnamaldehyde or control
after acetone pretreatment (Figure 4B).

To test a possible alteration in the protein expression of TRPA1 or TRPV1 on day 8
after pretreating the ears on days 1, 3 and 7 with cinnamaldehyde, capsaicin or
vehicle, we carried out western blot analysis. This analysis showed that the
expression levels of these receptors did not change in the different groups (Figure 5),
suggesting that the desensitization process induced by topical application of

capsaicin and cinnamaldehyde was independent of alterations in protein expression.

Cinnamaldehyde-induced leukocyte infiltration in mouse ear skin
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Since TRPA1 or TRPV1 activators can induce edema, we also investigated whether
they could cause leukocyte infiltration into the affected tissue. We measured MPO
activity, which is an enzyme used as a neutrophil infiltration marker. Following topical
application of the irritants, MPO activity was maximal at 24 h for cinnamaldehyde,
12h for capsaicin and 6 and 12 h for allyl isothiocyanate (Figure 6A, C and D). The
MPO activity was measured 30 min after cinnamaldehyde application, but no
significant increase in the enzyme activity were observed (13+£1% of increase).

To verify the participation of the TRP receptor in the cell infiltration induced by
cinnamaldehyde (4 pg/ear), we analyzed the effect of pretreatment with camphor
(300 nmol/ear), HC030031 (100 nmol/ear), RR (300 nmol/ear), SB366791 (100
nmol/ear) or aprepitant (100 nmol/ear) on MPO activity. Similar to the edema
formation, HC030031, camphor and RR were able to prevent the increase in MPO
activity caused by cinnamaldehyde in the mouse ear by 63 £ 9%, 67 + 6%, and 52 +
9%, respectively (Figure 6B). Pretreating animals with aprepitant caused an inhibition
of the leukocyte infiltration induced by cinnamaldehyde treatment by 25 + 10%, but

this inhibition was not significant.

Histological profile of cinnamaldehyde-, allyl isothiocyanate- and capsaicin-
induced ear inflammation

Once we observed the development of an inflammatory process after
cinnamaldehyde application, we investigated histological changes in the ear tissue
after the application of irritants. Histological examination clearly revealed the
edematogenic response in the tissue 30 min after a single topical application of 20%
cinnamaldehyde (Figure 7 B). Additionally, leukocyte infiltration was evaluated 6, 12

and 24 h post-challenge. As observed with the MPO assay, the infiltration was more
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intense 24 h after the administration of cinnamaldehyde (Figure 7 H). These data
differ from allyl isothiocyanate and capsaicin treatment, which showed an increase in

the amount of infiltrating leukocytes at 12 h (data not shown).

Quantification of neutrophils by immunohistochemistry

The MPO assay showed that leukocyte infiltration at 24 h was significant. Thus, we
verified that this migration is in fact neutrophilic using immunohistochemistry of ear
tissue after the application of the irritants. Immunohistochemical examination showed
the migration of neutrophils after a 24 h single application of 20% cinnamaldehyde

(Figure 8).

Discussion

The present study shows that the topical application of cinnamaldehyde on mouse
ears causes acute inflammatory responses with edema formation and leukocyte
infiltration, which are dependent on TRPA1 activation in sensory neurons and other
cellular types.

Irritant contact dermatitis is one of the most common skin diseases with a lifetime
prevalence of over 30% (Kadyk et al. 2003; Slodownik et al. 2008). At concentrations
between 3% and 8%, cinnamaldehyde produces local harm and sever irritations (for
review see: Bickers et al. 2005). Topical cinnamaldehyde also induces erythema and
edema in guinea pigs, rabbits and mice (Lathi et al. 1984, 1986; for review see:
Bickers et al. 2005). We confirmed these data showing that topical cinnamaldehyde
application above 5% (2 pg/ear) induced rapid edema formation in the mouse ear

when assessed by ear thickness measurements and histological analyses. Our
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results are in accordance with Thorne et al. (1991) who demonstrated that 5 to 20%
(corresponding to 1 and 4 ug/ear) cinnamaldehyde produced an edematogenic
response in the mouse ear 1 h post-challenge. It is important to mention that the
concentration of topically-applied cinnamaldehyde may increase with the time since
the vehicle used to dissolve it (acetone) vaporizes. Moreover, we observed that
acetone application alone did not induce edema when compared with the
contralateral ear. Accordingly, it has been demonstrated that acetone induces edema
in sensitized, but not in non-sensitized skin (Pozsgai et al. 2007). Curiously, some in
vitro studies indicated that cinnamaldehyde may promote anti-inflammatory-like
actions in cultivated or isolated cells (such as, the reduction in the expression in pro-
inflammatory genes) (Guo et al. 2006; Kim et al. 2007). Together, these findings
indicate that the pro-inflammatory action of cinnamaldehyde depends on tissue
integrity and the mouse ear edema is a good model to predict and study irritant
contact dermatitis produced by cinnamaldehyde.

We also compared the ear edema caused by cinnamaldehyde with other natural
irritant compounds that activate TRP channels, namely allyl isothiocyanate and
capsaicin. On the other hand, cinnamaldehyde was as potent as allyl isothiocyanate
and more potent than capsaicin at inducing edema. Studies applying TRP agonists in
vitro or through subcutaneous injection have shown that capsaicin is more potent
than cinnamaldehyde and allyl isothiocyanate at producing nociceptive responses
(Andrade et al. 2006). Since our experiments applied the TRP agonists topically, the
differences in skin penetration among these compounds could explain this
discrepancy. Molecular size, ionization state and fat solubility determine skin
penetration, and these factors could differentially contribute to irritancy (for review

see: Bickers et al. 2005). Accordingly, the skin penetration after topical application of
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cinnamaldehyde is about 55%, while it is roughly 5% for capsaicin (for review see:
Bickers et al. 2005; Kasting et al. 1997). Furthermore, topical allyl isothiocyanate was
more effective than cinnamaldehyde or capsaicin at producing ear edema. Besides
skin penetration, this finding may be also explained by the fact that cinnamaldehyde
has been considered to be more selective than allyl isothiocyanate in activate TRPA1
(Bandell et al. 2004).

Besides edema, leukocyte infiltration is another characteristic of irritant contact
dermatitis. We have shown that cinnamaldehyde and capsaicin not only produced
ear edema, but also induced leukocyte infiltration after topical application on skin.
Our results are in accordance with previous studies where topical allyl isothiocyanate
increased MPO activity in treated mouse ears (Banvolgyi et al. 2004). After 6, 12 and
24 h of cinnamaldehyde application, MPO activity was significantly enhanced;
however, allyl isothiocyanate and capsaicin applications increased MPO activity after
6 and 12 h and 6 h, respectively. In accordance with our MPO activity findings,
neutrophil infiltration was also confirmed by histological and immunohistochemical
analysis, demonstrating leukocyte infiltration at least up to 24 h after cinnamaldehyde
topical application. In the time of the edema peak (30 min after application),
cinnamaldehyde did not alter neither MPO activity in ear samples nor leukocyte
detection in histology demonstrating that the early phase of the TRPA1 agonist-
induced edema is unrelated with neutrophil infiltration.

The cinnamaldehyde inflammatory response, similar to that of allyl isothiocyanate
and capsaicin, could be dependent on TRP receptor activation. This fact was
confirmed by the ability of RR, a non-selective TRP receptor antagonist, to prevent
the edematogenic effect of all three substances. More selectively, the TRPA1

receptor antagonists HCO030031 and camphor, were effective at inhibiting
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cinnamaldehyde- and allyl isothiocyanate-induced mouse ear edema, whereas the
selective TRPV1 receptor antagonist SB366791 prevented only the capsaicin-
induced response. Furthermore, ruthenium red, HC030031 and camphor, but not
SB366791, reduced the increase in MPO activity induced by cinnamaldehyde. These
results indicate that activation of the TRP receptor, more specifically TRPA1
stimulation, is essential for the inflammatory effects triggered by the topical
application of cinnamaldehyde. Recent studies showed that camphor activates and
desensitizes TRPV1 (Macpherson et al. 2006; Xu et al. 2005). We believe that this
activation could interfere with TRPV1’s anti-edematogenic effect. However, topical
applications of 30, 300 and 1000 nmol/ear of camphor did not evoke ear edema (data
not shown), suggesting that it does not act through the TRPV1 receptor in
experimental conditions tested here.

TRPA1 receptor activation by allyl isothiocyanate can lead to neurogenic
inflammation characterized by the release of neuropeptides from afferent sensory
neurons and subsequent vascular responses. These neuropeptides include
substance P (SP) and act preferentially via the tachykinin NK1 receptor, which is
localized in cutaneous sensory nerve endings and mouse skin cells, such as
keratinocytes (Inoue et al. 1997; Scholzen et al. 1998; Peters et al. 2006). Cutaneous
innervations appear to be changed in a number of inflammatory skin diseases,
including dermatitis, where there is an increase in the SP density (for review see:
Peter et al. 2006). We prevented the cinnamaldehyde induced-edema and leukocyte
influx by pretreatment with the selective NK1 receptor antagonist, aprepitant,
suggesting that the release of SP is an important mechanism in the cinnamaldehyde-

evoked inflammatory response.
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A single administration of cinnamaldehyde was evaluated for its
sensitization/desensitization capacity by treating animals on days 1, 3 and 7. No
alterations were observed in cinnamaldehyde-induced edema on days 1, 3 or 7. The
lack of alteration in the cinnamaldehyde response is in accordance with previous
human studies that show very low skin sensitization potential in volunteers after
topical cinnamaldehyde administration (for review see: Bickers et al. 2005). Similar to
the cinnamaldehyde effect, Inoue and coworkers (1997) reported that the plasma
extravasation evoked after reapplication of the TRPA1 receptor agonist, allyl
isothiocyanate, on days 1, 3 and 7 was not different from that induced after its initial
application. Moreover, Dunham et al. (2008) also failed to detect sensitization or
desensitization to cinnamaldehyde-induced activation of primary afferent fibers in rats
when the stimulus was injected each five minutes. On the other hand, other studies
were capable of detecting desensitization to allyl isothiocyanate-induced currents in
sensory neurons, neuropeptide release in skin or nociception in rats when the
interstimuli interval was from 3 to 20 min (Akopian et al., 2007; Ruparel et al., 2008).
Thus, the ability of TRPA1 agonists to induce desensitization seems to be dependent
of the experimental model used and the interval between the stimuli.

Previous studies have demonstrated that repeated topical applications of capsaicin
lead to a functional desensitization of a subset of small diameter primary afferent
fibers, which were named capsaicin-sensitive fibers (Jancso et al. 1967; Inoue et al.
1995). As TRPA1 is expressed in capsaicin-sensitive fibers, we induced
desensitization of capsaicin-sensitive fibers and examined the cinnamaldehyde
response. As expected, capsaicin-repeated treatment abrogated its edematogenic
response, confirming the desensitization process. Moreover, the pretreatment with

capsaicin decreased, but did not abolish, the cinnamaldehyde-induced edema.
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These results suggest the relevant but not essential role of capsaicin-sensitive fibers
in cinnamaldehyde-induced inflammation. Furthermore, the reduction in capsaicin-
induced edema by cinnamaldehyde pretreatment is in accordance with the idea of a
complex interaction between TRPA1 and TRPV1 as demonstrated in sensory
neurons. In fact, there is heterologous desensitization of capsaicin and allyl
isothiocyanate in several responses, such as currents in sensory neurons,
neuropeptide release in skin or nociception in rats (Akopian et al., 2007; Ruparel et
al., 2008). This desensitization uses different cellular pathways, is agonist dependent
and regulated by internalization.

Desensitization of TRP channels can be mediated by several cellular pathways after
repeated activation, such as changes in protein expression (Akopian et al. 2007). We
observed that the TRPA1 and TRPV1 receptors’ protein expression did not change
after cinnamaldehyde or capsaicin treatment in comparison to ears treated with
acetone. This finding suggests the involvement of other cellular pathways, such as
phosphorylation, internalization or calcium-dependence, in the desensitization
process induced by cinnamaldehyde. Since the heterologous desensitization to
TRPA1 and TRPV1 agonists was not complete, factors others than intracellular
pathways, such as the particular expression of these receptors in different cells, may
be involved. In fact, it has been recently demonstrated that TRPA1 is expressed in
sensory neurons that do not express TRPV1 and in skin cells other than neurons,
such as keratinocytes (Atoyan et al. 2009; Bir6 and Kovacs 2009). Thus, more
studies must to be carried out to investigate the mechanisms related to

desensitization between TRPA1 agonists in ear edema.

Conclusions
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In conclusion, we demonstrated that the topical application of cinnamaldehyde to the
mouse ear produces an acute skin inflammatory response dependent on TRPA1
receptor stimulation. Our findings suggest a possible role for TRPA1 in inflammatory

skin reactions.
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6. FIGURE AND LEGENDS
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Figure 1. Ear edema induced by cinnamaldehyde and other TRP receptor
agonists. Time-course and dose-response curves of mouse ear edema induced by
topical application of cinnamaldehyde (A, B), allyl isothiocyanate (AITC) (C, D) and
capsaicin (E, F). The effects of these compounds are expressed as a change in ear

thickness. Each column or point, denoted as (o) for irritant substances or (m) for
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acetone control, represents the mean + S.E.M. for 6 animals. *P < 0.05, **P < 0.01,

and ***P < 0.001 vs. acetone control.

Figure 2.
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Figure 2. Effect of TRP receptor antagonists on the edematogenic responses
produced by cinnamaldehyde. Effect of TRP antagonists, ruthenium red (RR),
SB366791, camphor, and HC030031, and the tachykinin NK1 antagonist, aprepitant,
on mouse ear thickness applied 15 min before the topical administration of 4 ug of
cinnamaldehyde (CNA). Edema was measured 30 min after the administration of
each compound and is expressed as the change in ear thickness. Each column
represents the mean + S.E.M. for 6 animals. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001

vs. CNA

55



Artigo

Figure 3
A DE B o5 [ 32

|
=

A Ear thickress (mm
®
1 »
= o

oo o
AITC ki F00 AITC 3 300 1004 AITC 1 30 A0
RR {nmolisite) Camphor (nmol'site) &B 386791 (nmolsite)

AEarthickness fmm] o

RR (nmolisite) Camphor (nmol'site) 38 366791 (nmol'aite)

Figure 3. Effect of TRP receptor antagonists on the edematogenic responses
produced by allyl isothiocyanate or capsaicin. Effect of the TRP antagonists,
ruthenium red (RR), camphor and SB366791, on mouse ear thickness applied 15
min before the topical administration of 4 ug of allyl isothiocyanate (AITC) (A,B,C) or
200 upg of capsaicin (D,E,F). The edema was measured 30 min after the
administration of each compound and is expressed as a change in ear thickness.
Each column represents the mean £ S.E.M. for 5 animals. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P

< 0.001 vs. AITC or capsaicin.
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Figure 4
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Figure 4. Effect of repeated topical application of cinnamaldehyde or capsaicin.
(A) Effect of pretreatment with cinnamaldehyde (4 ug/ear) or capsaicin (200 ug/ear)
on days 1, 3 and 7 on ear edema. The edema was measured 30 min after the
administration of each compound and is expressed as a change in ear thickness.
Each column represents the mean + S.E.M. for 6 animals. *P < 0.05 **P < 0.01 and
**P < 0.001 vs. acetone control. *P < 0.05 and P < 0.01 for capsaicin response at
days 3 and 7 vs. day 1. (B) Effect of treatment with cinnamaldehyde (4 pg/ear) or
capsaicin (200 ug/ear) on ear edema after pretreatment with control (acetone 20
pl/ear), capsaicin (200 ug/ear) or cinnamaldehyde (4 pg/ear) on days 1, 3 and 7.
Each column represents the mean = S.E.M. for 6 animals. *P < 0.05 and **P < 0.01
vs. acetone control. *P < 0.05 and P < 0.01 for capsaicin response after

pretreatment with cinnamaldehyde or capsaicin vs. acetone pretreatment. + for
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cinnamaldehyde effect in the group pretreated with capsaicin vs. pretreatment with

acetone.
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Figure 5. TRPA1 and TRPV1 expression. Western blot analysis showing TRPA1 (A
and B) and TRPV1 (C and D) protein expression in mouse ears 8 days after topical
application of 20 ul of acetone, 4 ug/ear of cinnamaldehyde or 200 pg/ear of
capsaicin on days 1, 3 and 7. In A and C are demonstrated representative TRPA1
and TRPV1 immunoreactivity, and in B and D are indicated the densitometry
analysis. To demonstrate equal loading, a representative Ponceau stained protein
band is also shown (A, C). The results were expressed as % of the control (acetone).
The results in B and D were represented as arbitrary density unit. Each column
represents the mean + S.E.M. of 3 mice. No significant differences between groups

were found.
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Figure 6

A125 Il Acetone B 125
_ CICinnamaldehyde *xx A
S 100 Y S 100-
™ ®
= =
E 754 * --é 76
v g i
& 504 =§ 50- i
£ £ i
> 3
2 25- = g5
) m | o= s

n'j T T T 0 T N T T T v

6 12 24 Pre h—eatme"t Arcetons Acstons HC-030031Camphor RR SH3GETR1 Aprapilant
Time after tre atment (h) Treatment Cinnamaldehyde
C 125 Il Acetone D 1251 Il Acetone
[JCapsaicin CJAITC
§ 100- 5 100
E E *
E 754 -E 754 *k
e 2
§' 50 o 504
o]

-
a * §
2 25 |_T_| 2 25
& i 2

od 1 i milm | 0-

6 12 24 [ 12 24

Time after treatment (h) Time after treatment (h)

Figure 6. Myeloperoxidase activity following TRP activation. Myeloperoxidase
activity values in cinnamaldehyde (A), capsaicin (C) and AITC (D) treated mouse
ears in comparison with acetone-treated ears determined at 6, 12 and 24 h after
treatment. (B) Myeloperoxidase activity in ear tissues pre-treated with acetone (20
pl/ear), HC030031 (100 nmol/ear), camphor (300 nmol/ear), ruthenium red (RR) (300
nmol/ear), SB366791 (100 nmol/ear) or aprepitant (100 nmol/ear) 15 min before
treatment with cinnamaldehyde (4 pg/ear). Each column represents the mean *
S.E.M. for 6 animals. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. acetone control. *#p

< 0.001 vs. acetone plus cinnamaldehyde treatment.
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Figure 7. The representative light microphotograph of cinnamaldehyde-induced
edema in mouse ear. A thin section was obtained from ear tissue after the
application of acetone (20 pul/ear) or cinnamaldehyde (4 ug/ear) (hematoxylin-eosin
staining) in different times. (A) acetone 0,5h; (B) cinnamaldehyde 0,5h; (C) acetone
6h; (D) cinnamaldehyde 6h; (E) acetone12h; (F) cinnamaldehyde12h; (G) acetone

24h and (H) cinnamaldehyde 24h, X 40.
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Figure 8
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Figure 8. Quantification of neutrophils per field by immunohistochemistry.
Immunofluorescent images of neutrophils after cinnamaldehyde-induced mouse ear
edema. A thin section was obtained from ear tissue 24 h after the application of
acetone (20 pl/ear; A, C, E) or cinnamaldehyde (4 ug/ear; B, D, F), X 100. These
sections were labeled for DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) (blue; A and B) or Ly-
6G, a marker of neutrophil infiltration (red; C and D), and visualized to confocal
microscopy to determine colocalization of the two markers (E, F). Representative
graph of the number of neutrophils per field in acetone- or cinnamaldehyde-treated
mouse ears determined 24 h after treatment. Each column represents the mean %

S.E.M. for 4 animals. ***P < 0.001 vs. acetone control (G).
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6. DISCUSSAO



Varios estudos relatam o desenvolvimento de reacdes de irritacdo da pele e
respostas inflamatérias causadas por substéncias originadas de produtos naturais,
como isotiocianato de alila e a capsaicina, que agem através da ativagdo de
receptores TRP (Gabor and Razga 1992; Inoue et al. 1997). Nesse sentido, este
estudo demonstrou que a aplicacdo topica de cinamaldeido na orelha de
camundongos causa respostas inflamatorias tais como formagcdo de edema e
infiltragcao leucocitaria, que parecem ser dependentes da ativacdo do receptor
TRPA1 presentes em neurdnios sensoriais e em outros tipos celulares.

A dermatite de contato irritante € uma das doengas de pele mais comuns e
acomete o paciente durante 30% do seu tempo de vida (Kadyk et al., 2003;
Slodownik et al., 2008). Os irritantes que iniciam a dermatite podem ser compostos
naturais usados em cosméticos, tais como o cinamaldeido. O cinamaldeido néo
produz nenhuma irritagdo nos seres humanos se utilizado em baixas concentragdes,
mas € capaz de induzir dano no tecido local e irritagcdo severa se utilizado em
concentragbes mais altas que 3% e 8%, respectivamente (para a revisdo veja:
Bickers et al., 2005). No presente estudo, foi observado efeitos inflamatérios apés
aplicagao tépica de cinamaldeido 5% (2 ug/orelha) que foi capaz de levar a
formagcdo de um rapido edema de orelha em camundongos. Os resultados
encontrados estdo de acordo com Thorne et al. (1991) que demonstraram que o
cinamaldeido nas concentragdes de 5 a 20% (que corresponde a concentracéo de 1
a 4 ugl/orelha) produz resposta edematogénica na orelha de camundongos 1 h apds
sua aplicagao.

Apos comprovar a ocorréncia do edema induzido pela aplicagcédo tépica de
cinamaldeido, comparamos este efeito com o edema de orelha causado por outros
compostos irritantes naturais que ativam os canais TRP, como por exemplo,
isotiocianato de alila e a capsaicina. A aplicagao topica de isotiocianato de alila foi
mais eficaz do que o cinamaldeido ou a capsaicina em produzir edema de orelha.
Por outro lado, o cinamaldeido foi tdo potente quanto o isotiocianato de alila e mais
potente do que a capsaicina em induzir edema. Curiosamente, estudos que aplicam
agonistas dos receptores TRP in vitro ou através da inje¢cdo subcutdnea mostraram
que a capsaicina € mais potente do que o isotiocianato de alila e do que o
cinamaldeido em produzir respostas nociceptivas (Andrade et al., 2006). Nos
experimentos aqui descritos a aplicagcdo sempre se deu por via tépica, o que faz com

que diferencas na penetracao destes compostos na pele explique as discrepancias
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entre os estudos. O tamanho molecular, o estado de ionizagcdo e a solubilidade
lipidica determinam a penetracdo na pele, e esses fatores podem ter contribuido
para a irritagdo causada (para a revisao veja: Bickers et al., 2005). Ainda, se sabe
que apods a aplicacdo topica de cinamaldeido sua penetracdo na pele é de
aproximadamente 55%, enquanto que a da capsaicina € de apenas 5% (para a
revisdo ver: Bickers et al., 2005; Kasting et al., 1997). Além disso, o isotiocianato de
alila foi mais efetivo do que o cinamaldeido em produzir edema. Outro fator que
pode ter contribuido para este resultado é o fato do cinamaldeido ser considerado
mais seletivo do que o isotiocianato em ativar o receptor TRPA1 (Bandell et al.,
2004).

Além do edema, a infiltracdo leucocitaria € outra caracteristica presente na
dermatite de contato irritante. N6s demonstramos que o cinamaldeido, o
isotiocianato de alila e a capsaicina ndo apenas induzem edema de orelha, mas
também promovem infiltragao leucocitaria apds aplicagao topica. Nossos resultados
estdo de acordo com os estudos prévios onde o isotiocianato de alila aumentou a
atividade da MPO em tecido obtido de orelhas de camundongo (Banvolgyi et al.,
2004). Apés 6, 12 e 24 h da aplicagdo do cinamaldeido, a atividade da MPO
aumentou significativamente; entretanto, a aplicacdo de isotiocianato de alila e
capsaicina apenas aumentaram a atividade da enzima MPO apo6s 6 € 12 h e 6 h,
respectivamente. A infiltragdo leucocitaria foi confirmada pela analise histolégica e
imunohistoquimica, demonstrando que ocorreu infiltragdo de leucdcitos até 24 h
apds o tratamento tépico com cinamaldeido. A atividade da MPO foi avaliada 30
minutos apos a aplicacdo do cinamaldeido (pico do edema), mas nenhum aumento
significativo na atividade dessa enzima ou alteragdo do infiltrado nas amostras
histolégicas foi observado neste tempo, demonstrando que a primeira fase do
edema nao apresenta infiltragdo leucocitaria.

As respostas inflamatdrias induzidas pelo cinamaldeido, similares a do
isotiocianato de alila e da capsaicina, parecem ser mediadas pela ativagao do
receptor TRP. Esse fato foi confirmado pela habilidade do RR, um antagonista nao
seletivo dos canais TRP, de prevenir o efeito edematogénico das trés substancias.
Mais seletivamente, os antagonistas do receptor TRPA1 HC030031 e a canfora,
foram efetivos em inibir o edema de orelha induzido pelo cinamaldeido e pelo
isotiocianato de alila, enquanto que o antagonista seletivo do receptor TRPV1,

SB366791 preveniu apenas o edema induzido pela capsaicina. Além disso, o RR, o
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HCO030031 e a canfora, mas ndo o SB366791, reduziram o aumento da atividade da
MPO induzido pelo cinamaldeido. Esses resultados indicam que a ativacdo do
receptor TRP, mais especificamente a estimulacdo do TRPA1, é importante para a
ocorréncia das respostas inflamatérias induzidas pela aplicagdo topica de
cinamaldeido.

A ativagdo do receptor TRPA1 pode iniciar um processo conhecido como
inflamacdo neurogénica, caracterizada pela liberagdo de neuropeptideos de
neurdnios sensoriais aferentes e com subsequentes respostas vasculares. Estes
neuropeptideos incluem a SP que age preferencialmente via receptor para
taquicininas NK4, localizado nas terminagbes nervosas sensoriais cutaneas, ou em
células da pele, como os queratindcitos (Inoue et al., 1997; Scholzen et al., 1998;
Peters et al.,, 2006). A inervacdo cutanea parece estar alterada em um grande
numero de doencgas inflamatérias da pele, incluindo a dermatite, onde ha um
aumento de SP nas terminagbes nervosas periféricas da pele (para revisdo ver:
Peter et al., 2006). O edema de orelha induzido pela aplicagdo de cinamaldeido e o
influxo de leucdcitos foram prevenidos pelo pré-tratamento dos animais com o
antagonista seletivo do receptor NK4 aprepitant, sugerindo, assim, que a liberagéo
de substancia P esta envolvida na resposta inflamatoéria induzida pelo cinamaldeido.

Além do processo inflamatorio, a ativagcdo TRP pode levar a ocorréncia de
outros fendmenos, como a sensibilizacdo ou a dessensibilizagdo dos mesmos
(Szallasi and Blumberg, 1999; Akopian et al., 2007; Ruparel et al., 2008; Karashima
et al., 2008). Sendo assim, avaliamos a capacidade do cinamaldeido de causar
sensibilizagdo ou dessensibilizacdo dos receptores TRP através da observagao de
uma unica administracdo do cinamaldeido no dia 8, apds pré-tratar os animais nos
dias 1, 3 e 7. A sensibilizacdo é o fendbmeno no qual a estimulagao repetida produz
um aumento na resposta normalmente observada, enquanto que a dessensibilizagcéo
€ definida pela diminuicédo do efeito apds administracdes repetida ou apds uma unica
administracdo de uma alta dose (Akopian et al., 2007). Aqui, foi demonstrado que
nao houve alteracdo na intensidade do edema induzido pelo cinamaldeido em
nenhum dos dias de tratamento, indicando que n&o houve processo de
sensibilizagdo ou dessensibilizagdo apds a aplicagéo topica desse agonista TRPA1.
Nosso resultado esta de acordo com estudos anteriores que demonstraram que o
cinamaldeido € pouco efetivo em causar sensibilizagdo apds sua aplicacdo topica

em voluntarios humanos (para revisdo ver: Bickers et al., 2005). Parecido com o
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efeito observado com o cinamaldeido, Inoue et al., (1997) demonstraram que o
extravasamento plasmatico induzido apds reaplicagao de isotiocianato de alila nos
dias 1, 3 e 7 nao foi diferente daquele ocorrido na aplicagao inicial. Adicionalmente,
Dunham et al.,, 2008 ndao encontrou sensibilizacdo ou dessensibilizacdo apoés
estimulagcdo a cada 5 minutos com cinamaldeido para promover ativacdo de fibras
aferentes primarias em ratos. Por outro lado outros estudos detectaram
dessensibilizacdo induzida pela aplicagao de isotiocianato de alila a cada 3 ou 20
minutos, pela observacdo da diminuicdo de correntes de Ca™ e liberacdo de
neuropeptideos na pele de ratos, além da diminuigdo na resposta nociceptiva
desses animais (Akopian et al., 2007; Ruparel et al., 2008). Assim, sugerimos que a
capacidade dos agonistas TRPA1 de induzirem processos de dessensibilizacdo
depende do desenho experimental utilizado, o que inclui o intervalo entre a aplicacéo
dos agonistas.

Estudos anteriores demonstram que a aplicagao tépica repetida de capsaicina
leva a dessensibilizagao funcional de um grupo de fibras aferentes primarias de
pequeno diametro, também chamadas de fibras sensoriais sensiveis a capsaicina
(Jancso et al. 1967; Inoue et al. 1995, Szallasi et al., 1999). O receptor TRPA1 é co-
expresso com o receptor TRPV1 nesta subpopulagdo de neurbnios sensoriais (Story
et al.,, 2003; Obata et al., 2005; Ruparel et al., 2008). Como esperado, o pre-
tratamento com a capsaicina aboliu sua resposta edematogenica, confirmando o
processo de dessensibilizacdo. Além disso, o pré-tratamento com capsaicina
diminuiu, mas n&o extinguiu a resposta edematogenica do cinamaldeido. Desta
forma parece haver um relevante, mas ndo essencial envolvimento das fibras
sensiveis a capsaicina no edema induzido pelo cinamaldeido. No mesmo sentido, a
reducdo do edema induzido pela capsaicina causada pelo pré-tratamento com
cinamaldeido estda de acordo com outros estudos que tém demonstrado que um
agonista TRPA1 pode levar a dessensibilizagdo funcional de sistemas sensoriais
incluindo algumas das fibras sensiveis a capsaicina devido a intensa interagcéo entre
os receptores TRPA1 e TRPV1 nessas fibras (Akopian et al.,, 2007). De fato, ha
processos de dessensibilizagcdo heteréloga entre a capsaicina e o isotiocianato de
alila que afeta varias respostas mediadas por tais substancias (Akopian et al., 2007;
Ruparel et al., 2008).

A dessensibilizacdo do canal TRP pode envolver caminhos diferentes

dependentes ou n&o de alteragbes nas concentragdes de Ca'" intracelular (Abe et
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al., 2006; Nilius et al., 2006; Akopian et al., 2007; Ruparel et al., 2008). Nos
observamos que a expressao dos receptores TRPA1 e TRPV1 né&o sofreu alteragdes
apos a aplicacao repetida de capsaicina ou cinamaldeido, quando comparados ao
grupo que recebeu acetona. Estes achados nos permitem sugerir o envolvimento de
outro mecanismo celular como fosforilagdo, internalizacdo ou dependéncia de Ca™
na dessensibilizagdo provocada pelo cinamaldeido. O fato da dessensibilizagédo
heterdloga provocada pelos agonistas TRPA1 e TRPV1 ndao ser completa nos
permite sugerir que ha outros fatores envolvidos além dos mecanismos
intracelulares, como por exemplo, a expressdo destes canais em diferentes tipos
celulares. De fato, recentemente foi demonstrado que o receptor TRPA1 esta
expresso em neurdnios sensoriais que nao expressam o receptor TRPV1 e em
outros tipos celulares como células da pele, os queratinécitos (Atoyan et al. 2009;
Bird e Kovacs 2009; Denda et al., 2010). Assim, algumas respostas inflamatorias
provocadas pelo cinamaldeido parecem estar ocorrendo através da ativagdo do
receptor TRPA1 em neurdnios sensoriais, onde ele pode estar inclusive agindo por
dessensibilizar a fibra; e outras respostas ocorram em receptores TRPA1 expressos
em outros tipos celulares. Por este motivo, a aplicagao repetida de cinamaldeido
seja capaz de diminuir o edema induzido pela posterior aplicagdo de capsaicina
(dessensiblizacdo) e ao mesmo tempo ndo provoque alteragdes significativas na
resposta do proprio cinamaldeido, provavelmente compensadas pela ativacao
TRPA1 de queratindcitos.

Desta maneira, sugerimos que o cinamaldeido poderia estar agindo de duas
maneiras (Figura 7): a primeira seria pela ativacdo de receptores TRPA1 expressos
em neurbnios sensoriais aferentes cutdneos, que levaria a liberagcdo de
neuropeptideos como a substancia P. Esse neuropeptideo, apds liberado, poderia
se ligar em receptores NK; expressos nestes neurbnios ou em queratindcitos
iniciando a inflamagdo neurogénica. A segunda via seria pela ativagdo dos
receptores TRPA1 expressos em queratinécitos, o que levaria a subsequente
liberagdo de interleucinas e prostaglandinas pro-inflamatérias. Por este motivo
talvez, que a inibicdo do edema e da atividade da enzima MPO pelo aprepitant tenha
sido parcial (36x9% e 261+9%, respectivamente). Assim, a maior parte do efeito
inflamatdrio induzido pelo cinamaldeido pode estar ocorrendo via ativacdo do

receptor TRPA1 em queratindcitos.
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Figura 7. Ativacdo do receptor TRPA1 apds aplicagdo tépica de cinamaldeido.
Diferentes estimulos podem levar a ativacdo do receptor TRPA1 expresso em
terminagdes nervosas sensoriais ou células ndo neuronais, como 0s queratindcitos.
A figura demonstra a ativagdo do TRPA1 provocada pela aplicagdo tépica de
cinamaldeido. Apd6s ativados, os receptores TRPA1 expressos em terminagdes
nervosas sensoriais cutaneas podem levar a liberagdo de neuropeptideos, e estes
neuropeptideos vao ativar seus receptores alvos expressos nas terminagdes ou em
células ndo neuronais. Ainda, a ativacdo pode se dar em receptores TRPA1
expressos nos queratindcitos, causando a liberagdo de interleucinas e

prostagalndinas pro-inflamatorias.
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7. CONCLUSAO



Conclusao

Conclusao Geral

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que o
cinamaldeido € capaz de induzir respostas inflamatérias como edema e infiltracdo
leucocitaria quando aplicado topicamente em camundognos. Estes efeitos parecem
ser mediados pela ativacdo de receptores TRPA1 localizados em neurbnios

sensoriais € em outros tipos celulares, como em queratindcitos.
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